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I Einleitung 
I.1 Das Rhabdomyosarkom 
I.1.1 Rhabdomyosarkom-Subtypen 
Sarkome gehören zu einer heterogenen Gruppe bösartiger Tumore, die das Gewebe befal-
len. Diese Gruppe umfasst unter anderem mesenchymale Neoplasien und wird in zwei Un-
tergruppen unterteilt, die primären Knochensarkome, wie z.B. das Ewing´s Sarkom oder 
Osteosarkom und Weichteilsarkome (WTS) [1]. WTS machen bei Erwachsenen etwa 2% 
aller Tumorneuerkrankungen aus, bei Kindern und Jugendlichen sind dies in etwa 10% [2]. 
Innerhalb der Gruppe der WTS macht das Rhabdomyosarkom (RMS) mehr als 50% aller 
Erkrankungen aus und ist somit eine der zehn häufigsten Neoplasien bei Kindern und Ju-
gendlichen [3, 4]. Die meisten Neuerkrankungen treten in einem Alter von 3-5 Jahren auf, 
wobei in drei Viertel aller RMS-Fälle Kinder unter zehn Jahren betroffen sind [5]. Mit ei-
ner jährlichen Inzidenz von durchschnittlich 4-5 Fällen pro einer Million Menschen ist das 
RMS bei unter 20jährigen sehr selten. 
Man nimmt an, dass sich das RMS aus entarteten Muskelvorläuferzellen entwickelt hat, da 
RMS-Zellen nicht ausdifferenzierten Skelettmuskelzellen ähneln. Jedoch ist RMS eben-
falls an skelettmuskelfreien Körperstellen lokalisiert [3]. 
Bei Kindern und Jugendlichen kann das RMS in allen Körperregionen auftreten, die Kno-
chen ausgenommen. Am häufigsten ist es im Kopf- und Halsbereich lokalisiert, gefolgt 
von Tumoren der Harnwege oder der Geschlechtsorgane. Bei Erwachsenen ist es fast aus-
schließlich in den Extremitäten zu finden [6].  
Das RMS lässt sich in drei verschiedene Subtypen einteilen, das embryonale RMS 
(eRMS), das alveoläre RMS (aRMS) und das pleomorphe RMS (pRMS). Der eRMS-Typ 
betrifft überwiegend Kleinkinder bis zu einem Alter von zehn Jahren und ist mit einer gu-
ten Prognose assoziiert. Er ist mit 70% aller RMS-Neuerkrankungen der am häufigsten 
vorkommende RMS-Subtyp. Für eRMS sind genomische Instabilitäten charakteristisch. 
Häufig treten ein Heterozygositätsverlust (LOH) sowie ein Verlust des „Imprintings“ des 
Chromosoms 11p15.5 auf. Hierdurch kommt es zu einer veränderten Expression von 
Tumorsuppressorgenen und der Aktivierung des „Insulin-like growth factor 2“ (IGF-2). 
Zusätzlich zeigen eRMS-Zellen häufig ein LOH am Lokus 9q22, was eine Inaktivierung 
des Tumorsuppressorgens patched zur Folge hat. Weiterhin ist eine gesteigerte Aktivität 
des Proto-Onkogens ras aufgrund von Mutationen festgestellt worden [7, 8].  
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Das überwiegend bei Jugendlichen und jungen Erwachsenen (bis 20 Jahre) vorkommende 
aRMS hat im Allgemeinen eine schlechte Prognose. In 77% aller Fälle kommt es zu den 
Chromosomentranslokationen t(2;13)(q35;q14) bzw. t(1;13)(q36;q14). Hierbei werden die 
Gene für die DNS-Transkriptionsfaktoren PAX3 und PAX7 jeweils mit dem forkhead 
(fkhr)-Genlokus fusioniert. Es entsteht ein hochpotentes, chimäres Onkoprotein, bestehend 
aus der DNA-Bindedomäne der PAX-Proteine sowie der Transkriptions-aktivierenden Do-
mäne des FKHR-Proteins. Dieses Fusionsprotein ist stabiler, wird stärker exprimiert, führt 
zu einer gesteigerten Expression der pax-Zielgene und somit zu einer gesteigerten Prolife-
ration, verringerter Apoptose und einer Blockade der Zelldifferenzierung während der 
Myogenese [7, 9, 10]. 
Das pRMS kommt fast ausschließlich bei Erwachsenen vor, ist sehr selten und geht, wie 
bei vielen Weichteiltumoren, bei Erwachsenen mit einer schlechten Prognose einher. Es 
sind vielfältige genetische Aberrationen bekannt, wobei der Verlust der Chromosomen 2, 
3, 14, 15, 16 und 19 relativ häufig vorkommt [7, 11]. 
Eine frühzeitige Diagnose des RMS ist eher schwierig, denn im Allgemeinen lässt sich das 
RMS im Vergleich zu anderen kleinzelligen Tumorerkrankungen, wie dem Ewing´s Sar-
kom oder den Lymphomen, histologisch schwer abgrenzen. Für eine eindeutige Diagnose 
werden neben der Immunhistochemie (IHC) die erwähnten, für RMS charakteristischen, 
Mutationen mittels DNA-Analyse untersucht und bestimmt [12]. Standardmäßig wird mit-
tels IHC und ultrastruktureller Untersuchungen versucht Hinweise auf embryonale Myoge-
nese zu finden. Hierbei werden in der IHC insbesondere muskelspezifische Marker einge-
setzt da ein Großteil der RMS-Typen Desmin-positiv sind (>99%). Viele Formen sind auch 
positiv für das muskelspezifische Myogenin, Myogener Faktor 3 (MyoD), Titin oder auch 
die fötale Form des muskelspezifischen nikotinischen Acetylcholinrezeptors (mAChR) [1, 
3, 4, 13]. Der fötale AChR (fAChR) eignet sich als Tumor-assoziiertes Antigen (TAA) her-
vorragend für eine zielgerichtete Therapie des RMS und wurde in dieser Arbeit als Ziel-
antigen auf RMS-Zellen verwendet. 
 
I.1.2 Therapie des Rhabdomyosarkoms 
Die Therapie des RMS wurde in den letzten fünf Jahrzehnten weiterentwickelt und führte 
zu einer Verbesserung der 5-Jahres-Überlebensrate von anfänglich 20% auf aktuell über 
70%. Zu Beginn wurden Patienten durch das Entfernen des Tumors, sowie eventuell an-
schließender Bestrahlung, behandelt. Aktuell werden RMS-Patienten multimodal, durch 
Entfernen des Tumors, Bestrahlung und Chemotherapie, therapiert [1]. 
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Die Behandlungsstrategie sowie die Überlebensrate sind von verschiedenen Bedingungen 
abhängig:  
- Erstens von verschiedenen Faktoren vor der Behandlung, wie z.B. der Lokalisation 
des Tumors, dem Alter des Patienten, dessen allgemeinen Gesundheitszustand 
sowie dem Vorhandensein von Metastasen.  
- Zweitens ist der RMS-Subtyp für eine Prognose entscheidend. Dabei stellt der 
aRMS-Subtyp (I.1.1) die schlechteste Prognose für den Patienten dar.  
- Als dritter Faktor für die Überlebensrate sind klinische Faktoren zu nennen. Ver-
bleibt z.B. nach der Resektion des Tumors Tumorgewebe im Patienten, mindert 
dies die Wahrscheinlichkeit einer vollständigen Heilung [8].  
Anhand der aufgezählten Punkte werden die Patienten in verschiedene Risikogruppen, von 
niedrig bis hoch, eingeteilt. Eine Bestrahlung wird häufig nur bei RMS Patienten mit 
schwer operablen Tumoren, die zu den als mittel bis hoch eingestuften Risikogruppen ge-
hören, angewendet. Die Chemotherapie besteht in der Regel aus einer Kombination der 
Stoffe Vincristin, Actinomycin D und Cyclophosphamid (VAC). Diese ist für alle Risiko-
gruppen gleich. Es wurden Studien durchgeführt in denen VAC mit anderen Substanzen 
wie Etoposid, Ifosfamid oder Topotecan kombiniert wurden, diese erbrachten jedoch keine 
Verbesserung des aktuellen Therapiestandards. Somit bleibt die 5-Jahres Überlebensrate 
gerade in der Hochrisikopatientengruppe der metastasierten aRMS mit 15% sehr gering. 
Aus diesem Grund sind eine Verbesserung der Therapie und die Suche nach neuen Thera-
pieoptionen von großer Notwendigkeit [1, 8, 14]. 
 
I.2 Der fötale Acetylcholinrezeptor 
I.2.1 Vorkommen des fAChR und seine Bedeutung bei RMS 
AChR sind spezifische Transmembranrezeptoren für Acetylcholin (ACh). Es existieren 
zwei verschiedene Formen von AChR, die G-Protein gekoppelten, metabotropen AChR 
und die nikotinischen AChR. Beide sind Liganden-aktivierte Neurotransmitter-Rezeptoren 
und erkennen mit ACh denselben Neurotransmitter. Die nikotinischen AChR bestehen aus 
fünf Untereinheiten (UE) und bilden einen Ionenkanal, welcher durchlässig für Natrium, 
Kalium und Calcium ist [15]. 
In Vertebraten sind 17 verschiedene UE (α1-10, β1-4, γ, δ und ε) bekannt, welche diverse 
homomere und heteromere AChR bilden können. Der humane mAChR ist ein Heteromer 
bestehend aus fünf UE in einem Verhältnis 2:1:1:1. Unter den mAChRs existieren zwei 
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Typen, die fötale und die adulte Form. Die fötale Form besteht aus zwei α1-, einer β1-, 
einer δ- und einer γ-UE. Die adulte Isoform unterscheidet sich lediglich durch den Aus-
tausch der γ-UE durch die ε-UE (Abbildung I-1). Im Laufe der Embryonalentwicklung 
kommt es durch die Innervierung der Muskeln zu einer Depolarisierung des Zellinneren, 
dies führt wiederum zu einer Umkehrung des Transkriptionslevels der γ-UE und der ε-UE. 
Der adulte AChR hat im Gegensatz zum fAChR eine gesteigerte Leitfähigkeit und eine 
längere Halbwertszeit [15-17]. 
Postnatal sind fast keine fAChR mehr zu finden. Die Ausnahme bilden hier myoide Thy-
muszellen sowie extraokuläre Muskelzellen. Für beide Zellgewebe ist der Grund für eine 
fAChR-Expression noch unklar [18-22]. Interessant ist die Beobachtung, dass der fAChR 
auf der Oberfläche fast aller RMS-Zellen exprimiert wird [23, 24].  
 
 
Abbildung I-1: Schematische Darstellung des mAChR. 
Der fAChR besteht aus fünf UE (2α, β, δ und γ). Während der Innervierung der Muskeln des Fötus 
kommt es zu einem Austausch der γ-UE durch die ε-UE und zur Entstehung des adulten mAChR. 
 
I.3 Immuntherapie 
I.3.1 Monoklonale Antikörper und Antikörperderivate 
Die allgemeinen Therapiemöglichkeiten von Tumorerkrankungen wurden in den letzten 
Jahrzehnten verbessert, beschränken sich aber überwiegend auf die Resektion des Tumor-
gewebes, Radiotherapie sowie Chemotherapie und sind mit schweren Nebenwirkungen 
verbunden. Als Mitte der siebziger Jahre des 20. Jahrhunderts der erste monoklonale Anti-
körper (mAb) generiert wurde [25], war man dem von Paul Ehrlich angestrebten Ziel der 
„Magic Bullet“, welches das spezifische Abtöten der malignen Zellen unter gleichzeitiger 
Schonung gesunden Gewebes zu Grunde lag, einen Schritt näher gekommen [26]. Die Im-
muntherapie konnte nun als neuartige Behandlungsform für Tumorerkrankungen hinzuge-
fügt werden. Seitdem wurden 14 mAb durch die „food and drug association“ (FDA) als 
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Tumortherapeutikum in den USA zugelassen. Hiervon werden neun mAb ohne jegliche 
Zusatzkomponenten eingesetzt, während die anderen fünf als Immunkonjugate (IKG) ge-
nutzt werden [27-29]. 
Neben mAb werden auch Antikörperfragmente und daraus abgeleitete Konstrukte in der 
Immuntherapie diverser Krankheiten eingesetzt. Für die Herstellung dieser Konstrukte 
wird lediglich die Antigen-bindende Domäne des mAb verwendet. Dadurch ergeben sich 
drei grundlegende Formen der Antikörperfragmente, welche nach Bedarf kombiniert wer-
den können: „Fragment (antigen-binding)2“ (F(ab')2), „Fragment antigen-binding“ (Fab) 
und „single-chain Fragment variable“ (scFv) [30] (Abbildung I-2A). 
In dieser Arbeit wurden ausschließlich scFv verwendet. Diese haben gegenüber Voll-
längenantikörpern unter anderem den Vorteil einer besseren Tumorpenetration aufgrund 
der geringeren Größe. Dies kann bei soliden Tumoren von Vorteil sein [31].  
 
I.3.2 Immunkonjugate und deren Wirkweise 
IKG bestehen aus einer Antigen-bindenden Domäne und einer Effektordomäne (Abbildung 
I-2). Hierbei werden Volllängenantikörper und Antikörperderivate chemisch oder rekombi-
nant an die Effektordomäne gekoppelt. Bei Immunkonjugaten wird im Allgemeinen 
zwischen „Antibody-Drug conjugates“ (ADC), Immuntoxine (IT), Immunliposomem 
(ILS), Immunzytokinen (IZ), Radioimmunkonjugaten (RIC) und humanen zytolytischen 
Fusionsproteinen (hCFP) unterschieden [32, 33] (Abbildung I-2B). 
In der Regel werden für die Herstellung von ADC chemische Wirkstoffe an mAb ge-
koppelt. Anfangs wurden als Wirkstoffe bekannte und für die Therapie zugelassene Che-
motherapeutika, wie Doxorubicin oder Methotrexat, verwendet. Diese hatten jedoch nur 
eine geringe Effizienz [32]. Heute werden potentere Substanzen, wie die natürlich vorkom-
menden Maytansinoide und Calicheamicine oder die synthetisch hergestellten Monome-
thylauristatine E und F, eingesetzt [32, 34].  
Bei ILS handelt es sich um Phospholipidmembranen, welche zytotoxische Substanzen ein-
schließen. Meist sind dies Chemotherapeutika wie Doxorubicin oder Daunorubicin. Für die 
Spezifität sorgt die Bindung von mAb oder Antikörperderivaten an die Außenseite der 
Phospholipidmembran [35]. 
Eine weitere Gruppe von IKG sind IZ. Hier stellt ein Wachstumsfaktor die Effektordomä-
ne dar. So soll eine spezifische Anreicherung des Zytokinspiegels im Tumorgewebe er-
reicht und hierdurch eine gesteigerte Immunantwort induziert werden [33]. Ein Beispiel ist 
der Einsatz von Interleukin-2 (IL-2), welches an ein Antikörperfragment (L-19) gekoppelt 
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ist. L-19 bindet spezifisch an Fibronektin, einem auf soliden Tumoren häufig vorkommen-
den Angiogenese-Marker [36]. Weiterhin werden Zytokine als Bindedomäne in Kombina-
tion mit einem Toxin eingesetzt, beispielsweise IL-4 in Kombination mit Pseudomonas 
Exotoxin A (ETA') bei der Glioblastomtherapie [37].  
RIC bestehen meist aus einem mAb welcher an eine radioaktiv-strahlende Substanz ge-
koppelt wird. Hier kommen meist Iod (131I), Yttrium (90Y), Brom (77Br) oder Indium (111In) 
zum Einsatz. Mit Hilfe eines mAb werden die Substanzen spezifisch an den Tumor trans-
portiert. Aufgrund der starken Strahlung ist keine Internalisierung des Konstrukts notwen-
dig, gleichzeitig wird aber umliegendes und somit auch gesundes Gewebe geschädigt [33, 
34].  
 
 
Abbildung I-2: Therapeutische Antikörper und Immunkonjugate. 
Die Antigenbindedomäne (A) besteht entweder aus einem mAb oder einem daraus abgeleiteten Anti-
körperfragment. Dies kann ein „Fragment antigen-binding“ mit einer (Fab) oder zwei Bindedomänen 
(F(ab')2) sein. Es werden auch kleinere Fragmente wie das „single-chain Fragment variable“ (scFv) 
eingesetzt. Diese können auch als „bi-specific scFv“ (bsscFv) aufgebaut sein und mehrere Spezifitäten 
aufweisen. Als Effektordomäne (B) werden verschiedene Toxine, radioaktive Substanzen, chemische 
Wirkstoffe und Interleukine verwendet. Zur Herstellung von IKG (C) wird eine Effektordomäne che-
misch oder rekombinant an eine Antigenbindedomäne gekoppelt. In (C) sind zwei in dieser Arbeit 
verwendete IKG exemplarisch dargestellt.  
Abkürzungen: vL: variable leichte Kette; vH: variable schwere Kette; cL: konstante leichte Kette; cH: 
konstante schwere Kette; Fc: „Fragment crystallizable“; ETA': verkürzte Version des Pseudomonas 
Exotoxin A; DT: Diphtheria Toxin (Geändert nach [30]). 
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Die Wirkweise von Antikörper-basierten Therapeutika, sowohl von IKG als auch von un-
konjugierten Volllängenantikörpern, entfaltet sich in der Regel auf zwei Wegen: einem 
direkten oder einem indirekten (Abbildung I-3). 
Bei den indirekten Wirkmechanismen gibt es Unterschiede. Im ersten Fall, der Immun-
system-vermittelten Wirkweise, wird der Effekt über den Fc-Teil des mAb initiiert. Hier-
über werden Effektorzellen des Immunsystems, wie Makrophagen und natürliche Killer-
zellen (NK-Zellen), an die Zielzellen rekrutiert und aktiviert. Dies hat eine Phagozytose 
der Zielzelle durch Makrophagen oder die Ausschüttung lytischer Komponenten durch 
NK-Zellen und somit das Abtöten der Zielzelle zur Folge. Man spricht im Falle von Ma-
krophagen von einer Antikörper-vermittelten zellulären Phagozytose (ADCP) und bei NK-
Zellen von einer Antikörper-vermittelten zellulären Zytotoxizität (ADCC) [38]. Durch den 
Einsatz mehrerer Antikörperfragmente, mit meist unterschiedlicher Spezifität, können auch 
mehrere Effektorzellen an die Zielzelle rekrutiert werden [39]. Die Komplement-vermit-
telte Zytotoxizität (CDC) ist Teil des angeborenen Immunsystems und wird ebenfalls über 
die Fc-Region des mAb gesteuert. Hierbei wird durch die Rekrutierung von C1q an die 
Zielzelle eine Kaskade aktiviert, welche zur Lyse der Zielzelle führt [27, 38, 40-42]. Im 
zweiten Fall der indirekten Wirkmechanismen werden nicht die Tumorzellen als Zielzellen 
attackiert, sondern deren Umfeld, beispielsweise wird dem Tumor durch eine Blockade der 
Blutzufuhr die Nährstoffzufuhr entzogen [27, 43]. 
Direkte Wirkmechanismen werden in der Regel durch die spezifische Bindung des mAb an 
die Zielzelle induziert. Aufgrund der Bindung können Liganden-Bindestellen blockiert 
werden oder der Ligand selber wird gebunden und somit unwirksam. Über die Bindung an 
Rezeptoren kann eine intrazelluläre Signalkaskade aktiviert werden, welche zu einer ver-
ringerten Proliferation oder zur Aktivierung der Apoptosekaskade führt. Die Wirkweise 
der in dieser Arbeit verwendeten IKG (IT und hCFP) zählt ebenfalls zu den direkten Wirk-
mechanismen [27, 34, 38]. 
Die toxischen Komponenten von IT sind zumeist pflanzlichen oder bakteriellen Ursprungs 
(Abbildung I-2B). Die gebräuchlichsten bakteriellen Toxine sind ETA aus Pseudomonas 
aeruginosa und Diphtheria Toxin (DT) des Corynebacterium diphtheriae [44]. ETA wird 
in dieser Arbeit aufgrund seiner gut erforschten Wirkweise als Standard-Toxin eingesetzt. 
Es wird eine Deletionsmutante des natürlichen Ursprungstoxins eingesetzt (ETA') bei der 
die ursprüngliche Zellbindedomäne entfernt wurde und durch rekombinante Fusion an 
einen scFv ersetzt werden kann. Das IT wird über rezeptorvermittelte Endozytose 
aufgenommen. Im Endosom wird ETA' durch Furin enzymatisch gespalten und somit 
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aktiviert. Anschließend wird es ins Endoplasmatische Retikulum (ER) transferiert, wo es 
mit Hilfe eines Signalpeptids ins Zytoplasma gelangt und dort die Proteinsynthese inhibiert 
[45]. Als pflanzliche Toxine sind Gelonin, Ricin A und Saporin zu nennen. Ebenso 
werden, wenn auch seltener, Toxine aus Pilzen, wie zum Beispiel α-Sarcin eingesetzt [34, 
41].  
 
 
Abbildung I-3: Wirkmechanismen therapeutischer Antikörper und Immunkonjugate. 
mAb und Antikörperfragmente können direkt und indirekt wirken. Direkt wirkt die Bindung an ein 
Zytokin oder einen Rezeptor. Dadurch kommt es zu einer Blockade des Signalwegs. Die Bindung an 
ein Antigen und Kreuzvernetzung kann zu einer Induktion von Apoptose führen. IKG erkennen spezi-
fisch das Zielantigen, werden meist durch Endozytose aufgenommen und sind intrazellulär aktiv. RIC 
und IZ sind auch ohne Internalisierung effektiv. 
Die indirekte Wirkung erfolgt über die Rekrutierung von Effektorzellen des Immunsystems (z.B. T-
Zellen, Granulozyten, NK-Zellen und Makrophagen) an das Tumorgewebe. Diese werden durch den 
Fc-Teil der mAb oder spezifischen Antikörperfragmenten rekrutiert und aktiviert. Dies führt zur Lyse 
(NK-Zellen) oder Phagozytose (Makrophagen) der Tumorzellen. Diesen Prozess nennt man ADCC 
bzw. ADCP. Zusätzlich kann das angeborene Immunsystem durch den konstanten Teil des mAb akti-
viert werden. Nach C1q-Rekrutierung kommt es zur Aktivierung einer Komplementkaskade, welche 
eine Lyse der Zielzelle zur Folge hat (geändert nach [33, 38]). 
 
In einer vorangegangenen Arbeit wurde ein IT (scFv35-ETA'), welches spezifisch die 
γ-UE des fAChR erkennt, entwickelt und charakterisiert. Es konnte gezeigt werden, dass 
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dieses in der Lage ist, die Proliferation von RMS-Zellen in vitro und in vivo zu inhibieren 
[46]. Die sehr geringe Expression des fAChR im Vergleich zu anderen Tumorantigenen li-
mitiert jedoch die Effizienz des IT bei einem Therapieeinsatz in Patienten. Zusätzlich ist 
aufgrund des bakteriellen Ursprungs des Toxins die Aussicht auf einen Therapieerfolg be-
grenzt. Denn aufgrund der zu erwartenden Immunreaktionen kann nur eine geringe Menge 
IT verabreicht werden [47, 48]. Durch die Gabe von Chemotherapeutika in vitro, ex vivo 
und am Patienten konnte jedoch eine gesteigerte fAChR-Expression nachgewiesen werden 
[49].  
In den letzten Jahren wurde die nächste Generation von Immuntherapeutika bzw. IT 
entwickelt und etabliert, die hCFP. Das Prinzip ist ähnlich wie bei IT, jedoch wird das 
nicht-humane Toxin durch eine humane Effektordomäne ersetzt. Verwendet man zusätz-
lich eine humane Bindedomäne erhält man ein vollhumanes CFP. Dies hat eine geringere 
bzw. keine Immunreaktion des Körpers gegen das Therapeutikum zur Folge, da es auf-
grund einer geringen bzw. keiner Immunogenität nicht als fremd erkannt wird. Das grund-
legende Prinzip beim Einsatz von hCFP ist die spezifische Aktivierung der Apoptose. 
Hierbei kommen vorwiegend Proteine zum Einsatz, welche innerhalb der natürlichen 
Apoptosekaskade eine Rolle spielen: Proteine der Bcl-2 Familie [50], Caspasen [51], 
Granzyme [52-55] aber auch RNasen [56, 57].  
 
I.3.3 Steigerung der Effizienz von Immunkonjugaten 
IKG sind in ihrer Effizienz vor allem beim in vivo Einsatz eingeschränkt. Für alle IT bzw. 
IKG gilt, dass sie auf Grund ihres nicht-humanen Ursprungs eine gewisse Immunogenität 
aufweisen. Somit kann es bei häufiger Verabreichung zu einer Abwehrreaktion durch das 
Immunsystem des Patienten mit einhergehender geminderter Effizienz des IT kommen. 
Diesen Effekt versucht man durch die Gabe von Immunsuppressiva, PEGylierung des To-
xins oder durch vorherige Eliminierung von immunogenen Regionen zu verringern [58]. 
Für hCFP sind diese Schritte weniger notwendig, da diese aufgrund ihres humanen Ur-
sprungs kaum eine Immunreaktion hervorrufen (s. I.3.2).  
Entscheidend für die Effizienz von IKG ist die Menge an funktionalem Effektormolekül, 
das im Zytosol der Zielzelle ankommt. Es gibt verschiedene Ansatzpunkte diese zu 
steigern. Es konnte gezeigt werden, dass eine Steigerung der Rezeptorexpression auf der 
Oberfläche der Zielzellen eine höhere Effizienz der IKG zur Folge hat [59]. Für RMS 
konnte unter anderem eine Steigerung der fAChR-Expression in vitro und ex vivo nach 
Chemotherapeutikagabe dargestellt werden [49]. Die Expressionssteigerung des AChR 
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konnte ebenfalls in Rattengewebe durch den Einsatz von Forskolin gezeigt werden [60]. 
Die Steigerung der fAChR-Expression durch Chemotherapeutika oder anderen steigernden 
Substanzen in Kombination mit einer IT-Behandlung scheint ein vielversprechender 
Ansatz zur Verbesserung der Effektivität des IT und somit der Behandlung von RMS zu 
sein. Dies wurde in dieser Arbeit durch den Einsatz von Forskolin und Etoposid verfolgt. 
Beide Substanzen zeigten ihre Fähigkeit zur Induktion einer gesteigerten fAChR-Expressi-
on in vitro [49, 60] (Abbildung I-4A). 
Ein weiterer limitierender Faktor der IKG-Effizienz ist die Freisetzung aus dem Endo-
som/Lysosom, denn im Anschluss an die Antigenbindung wird das IKG durch Endozytose 
aufgenommen und gelangt über Endosomen in Lysosomen. Dort werden die IKG abgebaut 
was häufig den Grund für die Resistenz einiger Zellen darstellt [61]. 
Dieses Problem wird durch verschiedene Herangehensweisen angegangen. Durch den Ein-
satz von verschiedenen Signalpeptiden erzielt man eine effektivere Translokation des 
Effektormoleküls ins Zytosol. Die meisten dieser Signalpeptide sind bakteriellen oder 
viralen Ursprungs und rekombinant an IKG fusioniert [62]. Weiterhin kommen physioche-
mische Methoden, wie die photodynamische Therapie (PDT) zum Einsatz [63]. Bei der 
PDT werden lichtsensitive Substanzen eingesetzt, welche überwiegend am Tumorgewebe 
akkumulieren und durch gezielte Bestrahlung des Tumors reaktive Sauerstoffspezies her-
stellen. Dies führt zur Auflösung der Endosomen und Freilassung der gleichzeitig verab-
reichten IKG ins Zytosol [64]. In einem ähnlichen Verfahren wird Ultraschall eingesetzt, 
welcher gasgefüllte Liposomen im Inneren von Endosomen zum Platzen bringt [65, 66]. 
Eine dritte Herangehensweise ist der Einsatz von endo- und lysosomolytischen Substan-
zen. Diese werden in Kombination mit dem IKG verabreicht und führen zu einem Auf-
brechen der Endo-/Lysosomen (Abbildung I-4B). Dadurch gelangt das IKG, ohne abgebaut 
zu werden, ins Zytosol. Ein Beispiel hierfür ist L-Leucyl-L-Leucin Methylester (LL-oME). 
Das Dipeptid wird mittels eines nicht näher beschriebenen Dipeptidtransporters aufgenom-
men und gelangt spezifisch in die Endosomen. Dort wird es durch eine Dipeptidyl-Pepti-
dase I (DPP-I) Aktivität in ein membranolytisches Polypeptid umgewandelt (Abbildung 
I-4B) [67-69]. Eine weitere Substanz ist Chloroquin (CQ). Diese neutralisiert den intra-
lysosomalen pH, führt somit zum Platzen der Lysosomen und verhindert dadurch eine De-
gradation des IKG bis zu seiner Freisetzung [70]. CQ hat bisher in vitro und in vivo eine 
gesteigerte IKG Effizienz zeigen können (Abbildung I-4B) [71-73]. Weitere beschriebene 
Substanzen sind z.B. Monensin, Wortmannin und Retinolsäure [62].  
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Abbildung I-4: Graphische Darstellung der Ansätze zur Steigerung der scFv35-ETA'-Effizienz. 
(A) Die Expression des fAChR auf RMS-Zellen ist sehr gering. Durch die Gabe von Forskolin oder 
Etoposid soll die Rezeptorexpression auf RMS-Zellen und somit die Effizienz eines gegen den fAChR 
gerichteten IT erhöht werden. 
(B) Das IKG (hier IT) wird endozytotisch in Endosomen aufgenommen. Falls das IKG nicht aus dem 
Endosom gelangt wird es in Endosomen/Lysosomen abgebaut. Dies limitiert die Effizienz des IKG. 
Das Dipeptid LL-oME wird durch einen spezifischen Endoporter ebenfalls in die Zelle aufgenommen 
und gelangt ins Endosom/Lysosom. Dort wird es durch DPPI Aktivität in ein membranolytisches 
Polypeptid umgewandelt. Es kommt zur Freisetzung des IKG ins Zytosol. CQ lagert sich in sauren 
Kompartimenten, wie späten Endosomen/Lysosomen, ein und führt zu einer Neutralisierung des pH-
Wertes. Dadurch kommt es zu einer Stabilisierung des intralysosomalen IKG sowie zu einer Frei-
setzung ins Zytosol. 
 
I.4 Andere RMS-assoziierte Tumormarker 
I.4.1 Der EGF-Rezeptor 
Der „epidermal growth factor receptor“ (EGF-R; auch ErbB1 genannt) ist, neben ErbB2 
(auch Her2 genannt), ErbB3 und ErbB4, einer von vier Rezeptoren der ERBB Rezeptorfa-
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milie. ERBB-Rezeptoren gehören zur Gruppe der Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK). Alle 
vier Rezeptoren haben einen analogen Aufbau und bestehen aus einer extrazellulären Li-
ganden-Bindedomäne, einer hydrophoben Transmembranregion und einer konservierten, 
intrazellulären Tyrosinkinase-Domäne (TKD). Im gesunden Organismus kommen die 
Mitglieder der ERBB-Familie in mesenchymalen, epithelialen und neuronalen Geweben 
vor und regeln dort die Proliferation und die Differenzierung der Zellen [74, 75]. 
Durch Ligandenbindung, z.B. den „epidermal growth factor“ (EGF) oder „transforming 
growth factor α“ (TGFα), kommt es zu einer Bildung von Homo- oder Heterodimeren der 
verschiedener ERBB-Rezeptoren. Dies führt zu einer Autophosphorylierung der intra-
zellulären TKD, welche von anderen Adapter- und Signalproteinen erkannt und gebunden 
wird [74, 76]. 
Eine vermehrte Expression der ERBB-Rezeptoren konnte auf etlichen Tumorentitäten 
nachgewiesen werden. Sowohl der EGF-R als auch ErbB2 sind innerhalb der ERBB Re-
zeptorfamilie die am häufigsten untersuchten und am besten charakterisierten Rezeptoren 
und fanden als Zielantigene den Weg in zahlreiche klinische Studien [75]. 
Es gibt zwei Haupttherapieansätze im Zusammenhang mit ERBB-Rezeptoren. Einer ist das 
Blockieren intrazellulärer Signalkaskaden. Hierfür werden kleine Moleküle verwendet, 
welche an die ATP-Bindestelle der TKD binden und blockieren. Hierdurch können die 
Signalkaskaden nicht aktiviert werden und es kommt zu einer Hemmung des Tumorwachs-
tums. Verschiedene zugelassene Tyrosinkinase Inhibitoren (RTKI), zeigten, in der Einzel-
therapie, nur eine geringe Effektivität [75]. Das zweite Angriffsziel ist die extrazelluläre 
Domäne. Hierbei werden mAb verwendet, welche durch Bindung an den Rezeptor die 
Ligandenbindestelle blockieren sollen. Bei vielen Tumorentitäten ist jedoch aufgrund 
verschiedener Mutationen die Signalkaskade des EGF-R oder des Her2 konstitutiv aktiv. 
Deshalb ist der Effekt einer Blockade der extrazellulären Ligandenbindestelle für eine 
Therapie vernachlässigbar. Es gibt aber weitere Wirkmechanismen, die entscheidend für 
den Therapieerfolg von mAb sind. Einerseits werden die Rezeptoren durch Bindung inter-
nalisiert. Die Verringerung der Rezeptorzahl führt zu einer verminderten ERBB-
spezifischen Signalwegsaktivität. Andererseits kommt es trotz der Internalisierung zu einer 
ADCC (Abbildung I-3). Auch hier sind einige mAb zugelassen, welche in der Klinik mit 
überschaubarem, tumorabhängigem Erfolg eingesetzt werden [75]. 
Auch beim RMS konnte nachgewiesen werden, dass der EGF-R auf 30-50% aller RMS-
Zellen exprimiert wird [77]. Erste Studien mit dem bei Kolonkarzinom oft standardmäßig 
eingesetzten Cetuximab (Erbitux®), einem gegen den EGF-R gerichteten chimären mAb 
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vom Typ IgG1, konnten in vitro auch beim RMS eine gesteigerte Toxizität durch ADCC 
zeigen [78]. In einem anderen Ansatz konnte durch den Einsatz eines IT, auf Basis von Sa-
porin, eine Apoptoseinduktion und Proliferationsinhibition auf RMS-Zellen mit dem 
EGF-R als Zielantigen gezeigt werden. Bei Her2 und ErbB3 jedoch wurde kein Effekt er-
zielt [79]. 
Der EGF-R stellt, wie oben beschrieben, ein zusätzliches Zielantigen für die Behandlung 
des RMS dar. Ein in der Arbeitsgruppe bereits etabliertes IT 425(scFv)-ETA' wurde im 
Rahmen dieser Arbeit auf verschiedenen RMS-Zellen charakterisiert [80-82]. 
 
I.4.2 Chondroitin sulfat proteoglycan-4 
Das „chondroitin sulfate proteoglycan-4“ (CSPG4) ist auch als „high molecular weight-
melanoma associated antigen“, „melanoma-associated chondroitin sulfate“ (MCSP) oder 
„neuron-glial antigen-2“ bekannt. Dieses Transmembranprotein reguliert Proliferation und 
Migration der Zellen und wurde erstmals auf humanen Melanomzellen beschrieben [83]. 
Auf gesundem Gewebe ist es schwach bis gar nicht exprimiert [84]. Inzwischen ist die Ex-
pression von CSPG4 auch auf weiteren Tumorentitäten beschrieben, wie z.B. der 
myeloiden Leukämie oder auch auf diversen soliden Tumoren wie Brustkrebs und mehre-
ren Sarkomen, worden [85-88]. CSPG4 spielt eine entscheidende Rolle in verschiedenen 
Signalwegen, welche wichtig für das Tumorwachstum, dessen Überleben, der Tumorpro-
gression und der Migrationsfähigkeit des Tumors sind [89, 90]. Daher ist CSPG4-
Expression auch ein Marker für den Verlauf und die Schwere der jeweiligen Tumorerkran-
kung. So konnte gezeigt werden, dass in verschiedenen Sarkomen und Brustkrebs eine 
hohe CSPG4-Expression mit einer erhöhten Metastaserate und somit einer schlechteren 
Prognose einhergeht [87, 91]. 
Das sich CSPG4 als potentielles Zielantigen einer Immuntherapie eignet, wurde durch den 
Einsatz von CSPG4-spezifischen mAb und IT beim malignen Melanom und bei Brustkrebs 
demonstriert [90, 92, 93]. Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass der Einsatz der soge-
nannten CAR („chimeric antigen receptor“)-Technologie auch auf CSPG4 anwendbar ist. 
Bei dieser Technologie werden T-Zellen, bzw. der T-Zell Rezeptor, mit einem gegen 
CSPG4 gerichteten scFv verbunden, wodurch die Tumorzelle spezifisch erkannt und ange-
griffen wird [83].  
In dieser Arbeit wurde ein bereits charakterisiertes IT, das αMCSP-ETA', für den Einsatz 
auf RMS-Zellen getestet [93]. Weiterhin wurde die Expression von CSPG4 auf primären 
RMS-Zellen immunhistochemisch untersucht. 
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I.5 Ziel der Arbeit 
Die Behandlung von RMS-Patienten stellt Ärzte noch heute vor Herausforderungen. Trotz 
einer Verbesserung der Therapie in den letzten Jahren ist gerade bei den als hochgradig 
eingestuften RMS-Patienten mit Metastasen die 5-Jahres-Überlebensrate mit 15% sehr ge-
ring. Eine zielgerichtete Immuntherapie in Kombination mit einer Standardchemotherapie 
könnte eine Option für eine weitere Verbesserung der Überlebensrate darstellen. Ziel die-
ser Arbeit ist es deshalb neue Optionen für eine zielgerichtete Therapie auf der Basis zyto-
lytischer Fusionsproteine zu erarbeiten.  
In Vorarbeiten wurde gezeigt, dass der fAChR auf RMS nur schwach exprimiert ist. Somit 
wäre ein therapeutischer Ansatz, basierend auf dem IT scFv35-ETA', wenig effizient. Es 
konnte eine gesteigerte fAChR-Expression im Tumorgewebe nach chemotherapeutischer 
Behandlung von RMS-Patienten und in vitro nach Inkubation mit Chemotherapeutika 
dargestellt werden. Daher sollte in erster Linie die Effizienz des bereits charakterisierten IT 
scFv35-ETA' durch eine Steigerung der fAChR-Expression erhöht werden. Hierfür sollten 
die beiden Substanzen Forskolin und Etoposid zum Einsatz kommen. Im nächsten Schritt 
sollte in vitro gezeigt werden, wie sich eine höhere Rate an Oberflächenrezeptor auf die 
antiproliferative und Apoptose induzierende Wirkung des IT scFv35-ETA' auswirkt. Der in 
vitro Effekt sollte in einem Experiment in Mäusen dargestellt werden. Hierfür sollten stabil 
Katushka-transfizierte RD-Zellen subkutan appliziert und anschließend das 
Tumorwachstum nach alternierender Gabe von Forskolin, Etoposid und IT untersucht 
werden.  
Zur Herstellung eines hCFP auf Basis des scFv35 sollte das bakterielle Toxin ETA' durch 
die beiden humanen Effektordomänen Mikrotubuli-assoziertes Protein (MAP) und 
Granzym B (Gb) ersetzt werden. Hierdurch entstehen aufgrund des humanen Ursprungs 
des scFv35 zwei hCFP. Deren Effizienz sollte in in vitro Experimenten auf RMS-Zellen 
durch Apoptose- und Zellviabilitätsassays getestet werden.  
Ein weiterer Ansatz zur Steigerung der Effizienz war der Einsatz der endo-/lysosomoly-
tischen Substanzen CQ und LL-oME. Diese sollten für eine verbesserte Freisetzung des 
CFP ins Zytosol sorgen. Die Änderung der Effizienz des IT und der hCFP sollte ebenfalls 
durch Viabilitäts- und Apopotoseassays dargestellt werden. 
Zusätzlich zu dem etablierten Zielantigen fAChR sollten zwei weitere Antigene auf ihre 
Tauglichkeit als TAA für eine Therapie des RMS getestet werden. Die beiden IT, 
αMCSP-ETA', welches spezifisch an CSPG4 bindet, und 425(scFv)-ETA', welches 
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spezifisch an den EGF-R bindet, sollten auf ihre Effektivität auf RMS-Zelllinien getestet 
werden. Für beide IT sollte die spezifische Bindung und Internalisierung untersucht 
werden. Danach sollte der Effekt der beiden IT auf die RMS-Zellviabilität und Induktion 
von Apoptose gemessen werden.  
 
 
Abbildung I-5: Flussdiagramm zur Veranschaulichung der Arbeitsschritte in dieser Arbeit. 
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II Material und Methoden 
II.1 Materialien 
II.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmittel 
Alle verwendeten Chemikalien wurden in der Regel von folgenden Firmen bezogen:  
Licor Biosciences (Lincoln, USA), Cambridge Research & Instrumentation, Inc. (CRI) 
(Woburn, USA), Roth (Karlsruhe), Bio-Rad (München), New England Biolabs (NEB) 
(Frankfurt/Main), VWR (Darmstadt), Serva (Heidelberg), Sigma-Aldrich (München), 
Promega (Mannheim), Invitrogen (Leek, Niederlande), Roche Molecular Biochemicals 
(Mannheim), ICN (Eschwege), Fluka (Neu-Ulm), Gibco BRL (Eggstein). 
 
Enzyme wurden in der Regel von AppliChem (Darmstadt), New England Biolabs (NEB) 
(Frankfurt am Main), Roche (Mannheim) und Qiagen (Hilden) bezogen. 
 
Die Verbrauchsmittel wurden von Eppendorf (Hamburg), Greiner (Solingen), Amersham 
Pharmacia (Freiburg), Nunc (Wiesbaden), Biozym (Oldendorf), Millipore (Eschborn), 
Whatman (Bender & Hobein, Bruchsal), Roth (Karlsruhe), Starlab (Ahrensburg), BD 
(Heidelberg) und Clontech (Heidelberg) bezogen. 
 
Anderenfalls sind die Bezugsquellen gesondert angeführt. 
 
II.1.2 Geräteliste 
Autoklaven:  Varioklav (H+P) 75S (Thermo Electron Corporation, 
Oberschleißheim) 
Durchflusszytometer:  FACSCalibur (Becton Dickinson, Heidelberg), FACSVerse 
(Becton Dickinson, Heidelberg) 
Eismaschine:   Icematic D201 (Castel Mac, Castelfranco Veneto, Italien) 
Elektrophorese:  Mini-SUB® Cell GT (Bio-Rad, München) für Agarosegele, 
Mini-Protean® 3 Cell (Bio-Rad, München) für Protein-Gele, 
Mini Trans Blot® Cell (Bio-Rad, München) für Proteintransfer, 
Netzteil: Power Pac Basis/HC (Bio-Rad, München) 
Elisa Reader:    Epoch (BioTek, Bad Friedrichshall) 
FPLC:    ÄKTA Purifier (GE Healthcare, Freiburg) 
Heizblock:    QBT (Grant, Cambridge) 
Material und Methoden 
17 
 
Inkubatoren:  Function Line Typ UT12 (Heraeus, Hanau), CB210 (Binder, 
Tuttlingen) 
In vivo „Imager“  Maestro™ System (CRi Inc., Woburn, MA, USA) 
Mikroskope:  DM2000 (Leica, Bensheim), TCS SP5 Konfokal-Lasermikro-
skop (Leica, Bensheim); DMR-HC (Leica, Bensheim), Opera 
(PerkinElmer Evotec, Massachusetts, USA) 
MilliQ-Anlage:   Membra-Pure Reinstwasseranlage, MemCap1, 0,2μm PES 
PCR-Thermocycler:   Primus 96 Plus (MWG-Biotech, Martinsried) 
Pipetten/Pipettierhilfen:  Transferpette -8/-12 electronic (Brand, Wertheim), CellMate II 
Pipettus (Matrix, Teil von Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
USA), Pipetman Starter Kit (Gilson, Middleton, USA) 
pH-Meter:    Basic Meter PB-11 (Sartorius, Hanau) 
Photometer:    Biophotometer (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf) 
„real-time“ PCR-Maschine: 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Darmstadt)  
Scanner:    HP Scanjet 4890 (Hewlett Packard, Böblingen) 
Schüttel- und Mixgeräte:  Vortex-Genie 2 (Scientific Industries, New York, USA), 
Magnetrührer RCT basic (IKA, Staufen), Thermomixer 
„comfort” und „compact” (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf), 
Innova TM 4430 Incubator Shaker (New Brunswick Scientific, 
Hamburg) 
Sterilbank: Biowizard 2 MSC (Kojair, Berkshire UK) mit Gasprofi 2 
(WLD-TEC, Göttingen), Herasafe Typ HS-9 (Heraeus, Hanau) 
Thermokonstanträume:  Krum-Schröder /Pfeiffer 
UV-Transilluminator:  Wellenlänge 302nm (Bio-Rad, München), Fotodokumentation 
Gel Doc XR System (Bio-Rad, München) 
Waagen:  Präzisions- und Analysewaagen, Talent: TE6101, TE64, 
TE31025, TE12000 (Sartorius, Göttingen) 
Wasserbad:    TW20 (Julabo, Seelbach) 
Waschzentrifuge:   Dade Serocent (Dade, Liederbach) 
Zellzähler:    Casy1 Cell Counter (Schärfe System, Reutlingen) 
Zentrifugen:  Eppendorf-Tischzentrifuge 5415D und 5415R (Eppendorf, 
Hamburg), Multifuge 1S und 3S-R (Heraeus, Hanau), Avanti J-
25I Zentrifuge (Beckman Coulter, Krefeld), Rotina 420 R 
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(Hettich Lab Technology, Tuttlingen), Biofuge Pico (Heraeus, 
Hanau)  
 
II.1.3 Puffer und Lösungen 
Puffer, Stammlösungen und Verdünnungen wurden standardmäßig mit deionisiertem Wasser 
hergestellt. Die Medien und Puffer wurden, wenn nötig, durch Autoklavieren sterilisiert 
(20 min/121°C/1 bar). Thermolabile Substanzen wurden sterilfiltriert (0,2 µm) und im 
Anschluss an das Autoklavieren zugegeben. Die pH-Werte wurden im Normalfall mit 1 M 
NaOH oder 1 M HCl eingestellt. Standardpuffer, -lösungen und -medien wurden nach Green 
et al. [94] hergestellt. Weitere Puffer, Medien und Lösungen sind in der folgenden Auflistung 
aufgeführt. 
 
• Allgemeine Puffer und Lösungen:  
PBS (10x) 1,37 M NaCl  
 27 mM KCl  
 81 mM Na2HPO4 x 12 H2O  
 15 mM KH2PO4 pH 7,4 
    
PBST 0,05% (v/v) Tween 20  
 in “phosphate buffered 
saline” (PBS) 
pH 7,4 
    
TGS 25 mM Tris-HCl  
 192 mM Glycin  
 0,1% (w/v) Natriumdodecylsulfat 
(SDS) 
 
pH 8,3 
    
TAE-Puffer  40 mM Tris-HCl  
 5,7% (v/v) Essigsäure  
 10 mM Ethylendiamintetraacetat 
(EDTA) 
 
 
pH 8,5 
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• Puffer für die periplasmatische Stressexpression  
Lysepuffer 75 mM Tris-HCl  
 300 mM NaCl  
 5 mM Dithiothreitol (DTT)  
 10 mM EDTA  
 10% (v/v) Glycerin pH 8,0 
    
• Puffer für die Proteinreinigung über das Histidin-Tag  
Inkubationspuffer (4x)  200 mM Na2HPO4  
 1,2 M NaCl  
 40 mM Imidazol pH 8,0 
    
Elutionspuffer 50 mM Na2HPO4  
 300 mM NaCl  
 350 mM Imidazol pH 8,0 
    
• Puffer für SDS- PAA- Gelektrophorese  
Trenngel 12% (v/v) Acrylamid/Bisacrylamid 
(30/1) 
 
 375 mM Tris-HCl (pH 8,8)  
 0,1% (v/v) SDS (10%, w/v)  
 0,1% (v/v) Acrylamid-N,N’-
Methylen-
bisacrylamidtetramethyle
ndiamin (TEMED) 
 
 0,1% (v/v) Ammoniumpersulfat 
(APS) 
pH 8,8 
    
Sammelgel 5% (v/v) Acrylamid/Bisacrylamid 
(30/1) 
 
 150 mM Tris-HCl (pH 6,8)  
 0,1% (v/v) SDS (10%, w/v)  
 0,1% (v/v) TEMED  
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 0,1% (v/v) APS  
    
TGS-Puffer (5x) 125 mM Tris-HCl  
 960 mM Glycin  
 0,5% (v/v) SDS (10%, w/v)  
    
• Lösungen für Coomassie Brilliant Blau Färbung  
Coomassie Färbelösung 0,25% (w/v) Coomassie Brilliant Blau G250 
 50% (v/v) Methanol  
 9% (v/v) Essigsäure  
    
Coomassie Entfärber 10% (v/v) Methanol  
 10% (v/v) Essigsäure  
    
Protein Ladepuffer (5x) 62,5 mM Tris-HCl  
 30% (v/v) Glycerin  
 4% (v/v) SDS (10%, w/v)  
 0,05% (w/v)  Bromphenol Blau  
 10% (v/v) β- Mercaptoethanol pH 6,8 
    
• Puffer für Western Blot  
Transferpuffer 25 mM Tris-HCl   
 192 mM Glycin  
 20% (v/v) Methanol  
 0,05% (w/v) SDS pH 8,3 
    
NBT/BCIP 3,33% (w/v) Nitro-Blau Tetrazolium 
Chlorid (NBT) 
 
 1,65% (w/v) 5-Bromo-4-Chloro-3'-
Indolyphosphat 
p-Toluidinsalz (BCIP)  
 
  in Dimethylformamid  
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AP Puffer 100 mM Tris-HCl  
 100 mM NaCl  
 5 mM MgCl2 pH 9,6 
    
• Puffer für Apoptose Assay    
Annexin-Puffer (10x) 0,1 M Hepes  
 1,4 M NaCl  
 25 mM CaCl pH 7,4 
 
II.1.4 Nährlösungen und Zusätze für Bakterien 
Alle Nährlösungen wurden autoklaviert. Die Antibiotika wurden kurz vor der Kultivierung 
der Bakterien in den aufgeführten Konzentrationen zugegeben. 
• Nährlösungen 
LB-Medium 1% (w/v) Bakto-Trypton  
 1% (w/v) NaCl  
 0,5% (w/v) Hefeextrakt pH 7,0 
(für Platten 1,5% (w/v) Agar)  
    
TB-Medium 1,2% (w/v) Bakto-Trypton  
 0,5% (v/v) Glycerin  
 2,4% (w/v) Hefeextrakt pH 7,0 
    
SOC-Medium 2,0% (w/v) Bakto-Trypton  
 0,5% (w/v) Hefeextrakt  
 25 mM KCl  
 20 mM Glukose  
 10 mM NaCl  
 10 mM MgCl2  
 10 mM  MgSO4  
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• Zusätze    
Ampicillin 100 µg/µl Endkonzentration  
Kanamycin 50 µg/µl Endkonzentration  
Chloramphenicol 25 µg/µl Endkonzentration  
 
II.1.5 Medien und Zusätze für die Kultivierung eukaryotischer Zellen 
Die Behandlung und Anzucht der eukaryotischen Zellen erfolgte unter sterilen Bedingungen. 
Die Kultivierung wurde bei 37°C in einer humiden Atmosphäre mit 5% CO2 durchgeführt. 
 
R-10 RPMI-1640 (Invitrogen) supplementiert mit 
 10% (v/v) fötales Kälberserum (FCS)  
 50 µg/ml Penicillin  
 100 µg/ml Streptomycin  
 2 mM L-Glutamin  
    
R-10 + Zeocin 100 µg/ml Zeocin  
 in  R-10  
 
II.1.6 Reaktionskits und Enzyme 
Die Enzyme und Puffer für die DNA-Restriktion und -Ligation, sowie Phusion High-Fidelity 
DNA-Polymerase wurden von New England Biolabs (Frankfurt) bezogen. Diese wurden wie 
vom Hersteller empfohlen verwendet.  
Tabelle II-1: Übersicht der eingesetzten Reaktionskits. 
Kit Firma 
NucleoSpin Plasmid Macherey-Nagel (Düren) 
NucleoSpin Extract II Macherey-Nagel (Düren) 
NucleoSpin RNA Macherey-Nagel (Düren) 
QuantiTect Reverse Transcription Qiagen (Hilden) 
 
II.1.7 Antikörper und Antikörperfragmente 
Folgende Antikörper, Antikörperfragmente und Antikörperkonjugate wurden in dieser Arbeit 
zur Detektion rekombinanter Proteine auf Western Blots (II.2.3.2) und in der Durchflusszyto-
metrie (II.2.4) verwendet.  
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Tabelle II-2: Übersicht der verwendeten Antikörper. 
Antikörper Abkürzung Anwendung Firma 
Maus anti-penta His, 
monoklonal 
αhis WB, DZ  Sigma-Aldrich 
(München) 
Maus anti-penta His, 
AlexaFluor 488 gekoppelt 
αhis488 WB, DZ, IHC Qiagen (Hilden) 
Ziege anti-Maus IgG, Fc 
Region-AP gekoppelt 
GaMAP WB, IHC Sigma-Aldrich 
(München)  
Ziege anti-human IgG, 
AP-gekoppelt 
GaHAP WB, IHC Sigma-Aldrich 
(München) 
Ziege anti-Maus PE IgG 
(H+L)  
GaMPE DZ Dianova (Hamburg) 
Maus anti-ETA', monoclonal TC-1 WB, DZ FhG – IME 
Anti-AChR gamma 
Untereinheit  
αAChRγ WB, DZ, IHC GeneTex (Irvine, USA) 
Maus anti-Tau, monoklonal  αTau WB, DZ Thermo Scientific 
(Waltham, USA) 
Maus anti-SNAP, 
monoklonal 
αSNAP WB, DZ  FhG-IME [95] 
Maus anti-human Gb, 
monoklonal 
αGb WB, DZ  Santa Cruz (San Diego, 
USA) 
Maus anti-MCSP, 
monoklonal 
αMCSP WB, DZ, IHC R&D Systems 
(Minneapolis, USA) 
Anti-EGF-R, monoklonal Cetuximab WB, DZ, IHC Merck (Darmstadt) 
Abkürzungen: WB=Western Blot; DZ=Durchflusszytometrie; IHC=Immunhistochemie; 
AP=Alkalische Phosphatase; PE=Phycoerythrin 
 
II.1.8 Vektoren und Primer  
Die folgenden Vektoren und Primer wurden im Rahmen der Arbeit kloniert bzw. verwendet. 
Die zugehörigen Plasmidkarten befinden sich im Anhang. Der pMS- und der pMT-Vektor 
kodieren beide für ein Histidin (His) Motiv, über welches die Proteine anschließend gereinigt 
werden können. 
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Tabelle II-3: Übersicht der verwendeten Vektoren. 
Name/Plasmid Referenz/Herkunft Verwendung 
pMS-EGb-scFv35 R201K pSecTag2 [54, 96] 
Expression der jeweiligen 
Konstrukte in Säugerzellen 
pMS-scFv35-SNAP pSecTag2 [96] 
pMS-SNAP-scFv35 pSecTag2 [96] 
pMS-SNAP-scFv35-SNAP pSecTag2 [96] 
pMT-scFv35-ETA' pET 27b [97]   
pMT-scFv35-MAP pET 27b [97, 98] Expression der jeweiligen 
Konstrukte in E.coli pMT-425(scFv)-ETA' pET 27b [97] 
pMT-αMCSP-ETA' pET 27b [97]  
pT2tdKat2 [99] Beinhaltet die tandem Katushka 
Sequenz 
pCMVSB11 
 
Zur Verfügung gestellt  
von Perry B. Hackett 
(University of Minnesota) 
Notwendig für die stabile 
Transfektion von Säugerzellen mit 
pT2tdKat2 
 
Für Sequenzierungen und Klonierungen wurden die Primer der Firma Eurofins MWG Operon 
(Ebersberg) verwendet. Diese wurden zur Aufbewahrung in einer Konzentration von 100 pM 
in MQ aufgenommen und mit einer Endkonzentration von 10 pM eingesetzt. Primer und Vek-
toren wurden bei -20°C gelagert. 
 
Tabelle II-4: Liste der verwendeten Oligonukleotide für Sequenzierung und qPCR. 
Name Sequenz 
Sequenzierung  
T7 fwd 5'-TAATACGACTCACTATAGGG-3' 
T7 rev 5'-TACAGGGCGCGTCCCATTCG-3' 
Hinterhis for 5'-CCAACAGCTGGCCCTCGCAGACAG-3' 
pMS-Nb 5'-GGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCC-3' 
qPCR  
CHRNG2_fwd 5'-CTGTGCAGGACACCCAGTC-3' 
CHRNG2_rev 5'-CGGGCCTTTCTCTAGCTTCT-3' 
GAPDH_for 5'-GGTATCGTGGAAGGACTCATGAC-3' 
GAPDH_rev 5'-ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAG -3' 
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II.1.9 Bakterienstämme 
Für die Klonierung der Vektoren und die Expression der Fusionsproteine wurden folgende 
E. coli Stämme verwendet. 
 
Tabelle II-5: Verwendete Bakterienstämme und deren Genotyp. 
Stamm Genotyp Anwendung Referenz/ 
Herkunft 
E. coli DH5α F– Φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF) U169 recA1 
endA1 hsdR17 (rK–, mK+) phoA supE44 λ– thi-
1 gyrA96 relA1  
Klonierung Invitrogen 
E. coli 
Rosetta2 
(DE3) pLysS 
F- ompT hsdSB(RB- mB-) gal dcm λ(DE3 [lacI 
lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]) pLysSRARE 
(CamR) 
Expression Novagen 
 
II.1.10 Zelllinien 
Die folgenden Zelllinien wurden in dieser Arbeit verwendet. 
 
Tabelle II-6: In dieser Arbeit verwendete Zelllinien. 
Zelllinie Eigenschaft Ursprung Referenz/Herkunft  
RD fAChR+, MCSP+,  
EGF-R+ 
eRMS ATCC®  CCL-136™ 
TE-671 fAChR+, MCSP+, 
EGF-R+ 
eRMS DSMZ: ACC 263 
FL-OH1  fAChR+, MCSP+, 
EGF-R+ 
eRMS Olgahospital Stuttgart 
[49] 
Rh30 fAChR+ aRMS DSMZ: ACC 489 
U937 fAChR-, MCSP-, EGF-R- histiozytisches Lymphom DSMZ : ACC 5 
HEK293T Expression von hCFP humane embryonale 
Nierenzelle 
ATCC® CRL-11268™ 
THP-1 Kontrollzelllinie akute myeolische Leukämie ATCC® TIB-202™ 
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II.2 Methoden 
II.2.1 Molekularbiologische Methoden 
II.2.1.1 Gesamt-RNA-Präparation aus Säugerzellen 
Zur Gewinnung der RNA wurden 1x106 Zellen laut dem Herstellerprotokoll mit Hilfe des 
NucleoSpin RNA II Kits (Tabelle II-1) isoliert und gereinigt. Die RNA wurde anschließend 
bei -80°C gelagert. 
 
II.2.1.2 cDNA-Reaktion 
Die gereinigte RNA (II.2.1.1) wurde mittels des QuantiTect Reverse Transcription Kit 
(Tabelle II-1) nach Herstellerangaben in cDNA umgeschrieben. Die Konzentration der cDNA 
wurde wie in II.2.1.6 beschrieben ermittelt. 
 
II.2.1.3 Quantitative „Real-Time“ PCR 
Zum Vergleich des Genexpressionslevels wurde eine quantitative „Real-Time“ PCR (qPCR) 
durchgeführt. Hierfür wurden Zellen (II.1.10) in einer T75 Zellkulturflasche in R-10, oder in 
R-10 supplementiert mit 2,5 µM Etoposid für 72 h oder 50 µM Forskolin für 24 h inkubiert. 
Die Zellen wurden wie in II.2.1.11 beschrieben entnommen und im Zellzähler (II.1.2) gezählt. 
Anschließend wurde die RNA (II.2.1.1) von 1x106 Zellen (II.2.1.1) gereinigt und diese in 
cDNA (II.2.1.2) transkribiert. Die cDNA wurde in einer qPCR eingesetzt. Hierfür wurde für 
jedes Primerpaar (Tabelle II-4) ein gesamtheitliches Gemisch (Mastermix) angesetzt, welches 
für alle Ansätze mit diesem Primerpaar verwendet wurde. Dieses Gemisch wurde auf 
verschiedene Ansätze aufgeteilt, diesen wurde die cDNA der behandelten bzw. unbehandelten 
Zellen zugesetzt. Die Wasserkontrolle wurde an Stelle von cDNA mit Wasser aufgefüllt. 
Jeder Ansatz wurde als Triplikat durchgeführt. Der allgemeine Ansatz sowie das PCR-
Programm sind in Tabelle II-7 aufgeführt. Die Messung erfolgte am 7500 Real-Time PCR 
System (II.1.2). Die weitere Auswertung wurde mit der zugehörigen 7500 Software v2.0.5 
durchgeführt. Die statistische Auswertung der Einzelexperimente erfolgte mit Prism 5.0 
(GraphPad Software Inc., La Jolla, USA). 
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Tabelle II-7: qPCR-Ansatz und qPCR-Programm. 
PCR- Ansatz    PCR-Programm 
SYBR-Green (2x) 10 µl  50°C für 10 min 
Primer_Fwd 0,2 µl  94°C für 2 min 
Primer_Rev 0,2 µl  94°C für 15 sek 
cDNA 0,5 µl  60°C für 1 min 
MQ 9,1 µl  20°C für 1 min 
    60°C für 1 min 
    auf 95°C mit 
1% Anstieg 
für 1 min 
 
II.2.1.4 Plasmid-DNA Präparation 
Zur Gewinnung von Plasmid-DNA im kleinen Maßstab wurde eine Bakterienkolonie in 5 ml 
LB-Medium mit dem passenden Antibiotikum gegeben und über Nacht bei 37°C in einem 
Rotationsinkubator inkubiert. Die Plasmid-DNA der transformierten Bakterien (II.2.1.10) 
wurde nach Herstellerangaben mit dem Kit „NucleoSpin Plasmid“ (Tabelle II-1) isoliert und 
gereinigt und anschließend bei -20°C gelagert. Die DNA-Konzentration wurde, wie in II.2.1.6 
beschrieben, bestimmt. 
 
II.2.1.5 DNA-Gelelektrophorese 
Zur Größenbestimmung oder Reinigung von DNA-Fragmenten wurden diese mit Orange G 
DNA-Ladepuffer (NEB, Frankfurt am Main) gemischt und auf 0,8-1,2%ige (w/v) Agarose-
Gele aufgetragen (1x TAE/ 0,1 µg/ml EtBr). Die elektrophoretische Trennung der DNA-
Banden erfolgte bei 5 V/cm im TAE-Puffersystem nach Maniatis [94]. Für präparative 
Zwecke wurde die DNA, wie beschrieben, getrennt. Die Bande mit der passenden Laufgröße 
wurde unter UV-Licht aus dem Gel geschnitten und mittels NucleoSpin Extract II (Tabelle 
II-1) nach Herstellerangaben gereinigt. Zur Größenabschätzung wurde ein Längenstandard 
verwendet (2-log Ladder, NEB, Frankfurt am Main). Die Visualisierung und Fotodokumenta-
tion erfolgte mit dem „Gel-Doc XR“ -System (II.1.2). 
 
II.2.1.6 Konzentrationsbestimmung von DNA 
Die Konzentrationsbestimmung erfolgte einerseits nach elektrophoretischer Trennung der 
Banden unter Zuhilfenahme des DNA-Standards (2-log ladder, NEB, Frankfurt am Main) wie 
35 Zyklen 
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in II.2.1.5 beschrieben. Andererseits wurde die DNA-Konzentration photometrisch bei 
260 nm bestimmt. Der Reinheitsgrad wurde hierdurch ebenfalls bestimmt, wobei der Absorp-
tionsquotient aus 260 nm und 280 nm bei reiner DNA zwischen 1,8 und 2,0 liegen soll [100]. 
 
II.2.1.7 Restriktionsverdau von DNA 
Die Restriktionsenzyme, 10x Puffer und bovines Serumalbumin (BSA) wurden von NEB 
(Frankfurt am Main) bezogen und nach Herstellerangaben eingesetzt. In der Regel wurden pro 
µg DNA (II.2.1.4) 2-10 Units Restriktionsenzym eingesetzt. Bei einem Doppelverdau wurden 
die Enzyme nacheinander zugesetzt und unter den jeweiligen optimalen Temperaturen 60 min 
inkubiert. Hierbei wurde das Enzym mit der niedrigeren Inkubationstemperatur zuerst einge-
setzt und vor dem zweiten Inkubationsschritt, wenn möglich, nach Angaben des Herstellers, 
hitzeinaktiviert. 
 
II.2.1.8 Ligation von DNA-Fragmenten 
Die DNA Fragmente (II.2.1.7) wurden mit T4 DNA Ligase (400.000 U/ml; NEB, Frankfurt 
am Main) und dem zugehörigen 10x Ligase Puffer nach dem Herstellerprotokoll für die 
Ligation eingesetzt. Zur erfolgreichen Ligation wurde ein dreifach molarer Überschuss an 
Insert-DNA gegenüber Vektor-DNA eingesetzt. Der Ligationansatz wurde entweder für 60 
min bei Raumtemperatur (RT) oder über Nacht (üN) bei 15°C inkubiert. Anschließend wurde 
der Ansatz für die Transformation von E. coli Bakterien verwendet (II.2.1.10). 
 
II.2.1.9 Herstellung Hitzeschock-kompetenter E. coli Bakterien 
Hitzeschock-kompetente E. coli DH5α und E. coli Rosetta2 (DE3) pLysS (Tabelle II-5) wur-
den wie beschrieben [101] hergestellt und bei -80°C gelagert. 
 
II.2.1.10 Hitzeschock-Transformation von Plasmiden in kompetente E.coli Bakterien 
Hitzeschock-kompetente E. coli (50 µl) (Tabelle II-5) wurden auf Eis aufgetaut und mit dem 
Ligationsansatz (II.2.1.8) oder 100 ng Plasmid-DNA (II.2.1.4) versetzt und 15 min auf Eis in-
kubiert. Danach wurden die Bakterien für 30 sek auf 42°C gestellt und im Anschluss wieder 
für 2 min auf Eis gekühlt. Die Bakterien wurden zur Regeneration mit 900 µl SOC-Medium 
(II.1.4) versetzt und für 60 min bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wurden die Bakterien durch 
Zentrifugation sedimentiert und 10% auf eine antibiotikahaltige LB-Agarplatte ausplattiert. 
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Die restlichen 90% wurden auf eine weitere LB-Agarplatte aufgebracht. Beide Platten wurden 
üN bei 37°C inkubiert und für mehrere Wochen bei 4°C gelagert. 
 
II.2.1.11 Kultivierung von Säugerzellen 
Die Säugerzellen wurden in Vollmedium R-10 (II.1.5) in humider Atmosphäre bei 37°C und 
5% CO2 inkubiert. Sie wurden zweimal pro Woche passagiert. Hierzu wurden die Zellen mit 
sterilem PBS (Invitrogen, Leek, Niederlande) gewaschen und anschließend für 5 min mit 
Tryple-Express (Invitrogen, Leek, Niederlande) im Brutschrank inkubiert, bis sie sich von der 
Oberfläche lösten. Anschließend wurde die Reaktion durch Zugabe von R-10 (II.1.5) gestoppt 
und die Zellen in einem Verhältnis von 1:5-1:10 umgesetzt. Die Zellzahl wurde mit dem 
Casy1 Cell Counter (Schaerfe System, Reutlingen) nach dem Protokoll des Herstellers be-
stimmt. 
 
II.2.1.12 Transfektion von HEK293T Zellen 
Zur Expression humaner Proteine wurden HEK293T-Zellen (Tabelle II-6) mit den für die je-
weiligen Proteine codierenden pMS-Plasmiden (Tabelle II-3) transient transfiziert. Der Zell-
kulturüberstand wurde regelmäßig gesammelt und das enthaltene Protein mittels Immobili-
sierte-Metall-Affinitäts-Chromatographie (IMAC) gereinigt (II.2.2). 
Am Vortag der Transfektion wurden 1x105 Zellen in eine 12-Napf-Platte transferiert und bei 
37°C inkubiert. Am Folgetag wurde die Plasmid-DNA (Tabelle II-1) mit Roti®-Fect (Roth, 
Karlsruhe) nach Herstellerangaben gemischt und für 3-4 h auf die Zellen gegeben. Anschlie-
ßend wurde das Transfektionsreagenz abgenommen und die Zellen mit sterilem PBS 
(Invitrogen, Leek, Niederlande) gewaschen. Die transfizierten Zellen wurden für drei Tage 
mit R-10 inkubiert, bevor das Medium durch Selektionsmedium R-10 + Zeocin (II.1.5) ersetzt 
wurde. Der Erfolg der Transfektion konnte durch eine grüne Fluoreszenz in einem Fluores-
zenzmikroskop (Leica, DM IL; II.1.2) visualisiert werden. Dies wurde durch den bicistro-
nischen Aufbau des pMS-Plasmids möglich, welches ebenfalls das egfp-Gen enthält. 
 
II.2.1.13 Stabile Transfektion von RMS-Zellen 
Die RMS-Zelllinien RD und FL-OH1 wurden, nach derselben Methode wie für die transiente 
Transfektion von HEK293T-Zellen (II.2.1.12), stabil mit pT2tdKat2 (Tabelle II-3) transfi-
ziert. Hierbei wurde zusätzlich das Helferplasmid pCMVSB11 (Tabelle II-3), in zehnfach ge-
ringerer Menge, eingesetzt. Dies sollte die stabile Integration des pT2tdKat2-Plasmids in die 
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genomische DNA vermitteln. Da das Katushka-Signal nicht bei allen Zellen gleich intensiv 
war, wurde anschließend eine Sortierung der Zellen durchgeführt (II.2.1.14). 
 
II.2.1.14 Fluoreszenz-abhängige Zellsortierung 
Die nach der Transfektion mit pT2tdKat2 (II.2.1.13) erhaltenen FL-OH1-tdKat2 und RD-
tdKat2 Zellen wurden mit Hilfe eines FACSVantage Zellsortierers (II.1.2) anhand ihrer Fluo-
reszenzintensität sortiert. Hierfür wurden die Zellen zunächst in ein FACS-Röhrchen gegeben 
und in eine R-10 enthaltende 96-Napf-Platte sortiert. Dabei wurden Einzelzellen, sowie fünf 
und zehn Zellen, in jeweils einen Napf sortiert. Die Zellen wurden anschließend standard-
mäßig in R-10 kultiviert (37°C, 5% CO2).  
 
II.2.1.15 Immunhistochemie an Paraffin-Geweben 
Die RMS-Gewebeschnitte (von Prof. Dr. Stefan Gattenlöhner (Universitätsklinikum Gießen-
Marburg) freundlicherweise zur Verfügung gestellt) wurden zur Entfernung des Paraffins in 
Xylol (2x 10 min) und zur Rehydrierung in einer absteigenden Isopropanolreihe (2x100% 
(v/v) Isopropanol, 10 min; 96% (v/v) Isopropanol, 5 min; 70% (v/v) Isopropanol, 5 min) inku-
biert und anschließend in PBS gewaschen. Danach wurden die Schnitte in Citratpuffer 
(10 mM Citrat, 0,05% Tween-20, pH 6,0) überführt, bei 600 W in der Mikrowelle 5 min er-
hitzt und zum Abkühlen 30 min bei RT stehen gelassen. Die Schnitte wurden in PBS ge-
waschen und anschließend für eine Stunde (h) bei RT mit Blockierlösung (PBS + 1% (v/v) 
Ziegenserum) inkubiert. Nach einem Waschschritt in PBS wurden diese 24 h mit 1 µg des je-
weiligen IT bei 4°C inkubiert. Die Schnitte wurden danach in PBS gewaschen und mit TC-1 
Antikörper (1:40 in PBS + 1% (v/v) Ziegenserum; Tabelle II-2) weitere 24 h bei 4°C 
inkubiert. Als Positivkontrolle wurden die Schnitte entweder mit 1 µg Cetuximab oder dem 
mAb αMCSP (Tabelle II-2) 24 h bei 4°C inkubiert. Als Negativkontrolle wurden die Zellen 
nur mit TC-1 mAb inkubiert. Anschließend wurde erneut mit PBS gewaschen. Die Schnitte 
wurden mit Detektionsantikörper GaMAP, oder im Falle der Behandlung mit Cetuximab mit 
GaHAP (Tabelle II-2), in einer 1:50 Verdünnung (PBS + 1% (v/v) Ziegenserum) 24 h bei 4°C 
inkubiert. Anschließend wurden die Zellen je einmal in PBS und 0,1 M Tris-HCl (pH 8,5) 
gewaschen. Die Färbung erfolgte mit Hilfe von Naphtol AS-BI Phosphat (Natriumsalz, 
50 mg/100 ml, Sigma-Aldrich, München) als Substrat und „New Fuchsin“ (10 mg/100 ml; 
Merck, Darmstadt) als chromogenen Farbstoff verdünnt in 0,1 M Tris-HCl (pH 8,5). Die 
endogene AP-Aktivität wurde durch die Beimengung von 0,35 mg/ml Levamisol (Sigma-
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Aldrich, München) unterdrückt. Anschließend wurden die Schnitte mit Hematoxylin und 
Eosin (H&E) nach Angaben des Herstellers (Sigma-Aldrich, München) gegengefärbt und 
10-20 min mit Leitungswasser gespült. Abschließend wurden die Präparate mit warmer Ge-
latine bedeckt und mit Deckgläschen eingedeckelt. Die Schnitte wurden trocken und dunkel 
gelagert. 
Die Messung und Auswertung erfolgte mit dem Leica DMR-HC Durchlichtmikroskop (II.1.2) 
und der zugehörigen Leica Qwin Software. 
 
II.2.2 Reinigung rekombinanter Proteine 
II.2.2.1 Periplasmatische Stressexpression rekombinanter Proteine 
Rekombinante Proteine wurden in E. coli Rosetta 2 (DE3) pLysS unter Stressbedingungen in 
Anwesenheit kompatibler Solute nach Barth et al. [102] exprimiert. Im Anschluss an die 
Transformation wurde eine Vorkultur üN bei 28°C inokuliert. Am Folgetag wurde die Haupt-
kultur angeimpft und bei 26°C so lange auf einem Horizontalschüttler (180 rpm) inkubiert, bis 
die photometrische Bestimmung bei 600 nm einen Wert von 1,6 ergab. Zu diesem Zeitpunkt 
wurden die Bakterien durch Gabe von 1,5 M D-Sorbitol, 10 mM Betain-Monohydrat und 4% 
(w/v) NaCl unter osmotischen Stress gesetzt. Nach weiteren 30 min bei 26°C auf dem Hori-
zontalschüttler (180 rpm) wurde die Proteinexpression durch Gabe von 2 mM Isopropyl-β-D-
thiogalactopyranosid (IPTG) induziert. Nach weiteren 18 h wurden die Bakterien durch Zen-
trifugation (4000xg, 10 min, 4°C) pelletiert und bei -80°C üN gelagert. Das Pellet wurde bei 
4°C in Lysepuffer (II.1.3) mit Proteinaseinhibitor (1 Tablette/50 ml; Roche, Mannheim) re-
suspendiert. Die Bakterien wurden durch Ultraschall (6 Zyklen/ 60 s/ 200 W) aufgeschlossen. 
Die Zelltrümmer wurden durch Zentrifugation (24.000xg, 30 min, 4°C) pelletiert. Der 
Überstand wurde abgenommen und für die weitere Reinigung des rekombinanten Proteins 
mittels IMAC (II.2.2) gegen PBS üN mindestens 1:2000 dialysiert. 
 
II.2.2.2 Ni-NTA-Immobilisierte-Metall-Affinitäts-Chromatographie  
Die Reinigung der rekombinanten Proteine erfolgte mittels des vorhandenen Histidin (His)-
Motivs über eine Ni-NTA-Matrix. Hierbei bindet rekombinantes Protein über das His-Motiv 
an die Ni2+-Ionen einer Nitrilotriessigsäure (NTA) Matrix. Für die Reinigung wurde eine Se-
pharose 6 Fast Flow (GE-Healthcare, Freiburg) Matrix verwendet. Das Bakterienlysat 
(II.2.2.1) oder der Zellkulturüberstand transfizierter HEK923T-Zellen (II.2.1.12) wurden vor 
dem Auftrag durch Zentrifugation (4000xg, 10 min, 4°C) und Filtration (Porengröße: 1 µm) 
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von Zelltrümmern gereinigt. Im Anschluss wurde das Lysat mit dem Faktor 1:3 mit 4x Inku-
bationspuffer (II.1.3) versetzt. Die Reinigung erfolgte mit Hilfe einer 5 ml Sepharose ent-
haltenden XK 16/20 Säule (GE-Healthcare, Freiburg) angeschlossen an einer „ÄKTA 
Purifier“ (II.1.2). Nach dem Probenauftrag, mit einer Auftragsgeschwindigkeit von 
1-5 ml/min, wurde die Matrix mit Inkubationspuffer gewaschen bis die Flussrate ein stabiles 
Gleichgewicht erreicht hat. Vor der Elution des Proteins mit 100% Elutionspuffer (II.1.3) 
wurde die Säule, zur Reduktion unspezifisch gebundener Proteine, mit Inkubationspuffer mit 
8% Elutionspuffer (II.1.3) gewaschen. 
 
II.2.2.3 Reinigung rekombinanter Proteine über Größenausschlusschromatographie 
In einem finalen Reinigungsschritt wurden die Proteine zusätzlich mittels einer Größenaus-
schlusschromatographie gereinigt. Hierbei wurden die Proteine auf eine mit 120 ml 
SuperdexTM gepackten XK 16/70 Säule, angeschlossen an eine „ÄKTA Purifier“ FPLC (alle 
GE Healthcare, Freiburg; II.1.2), aufgetragen. Hierbei durchlaufen große Proteine die Matrix 
schneller als kleine. Die einzelnen Fraktionen wurden bei A280nm detektiert und getrennt auf-
gefangen. Die Fraktionen wurden im Anschluss mittels SDS-Polyacrylamid Gelelektropho-
rese (II.2.3.1) analysiert. Die zutreffenden Fraktionen wurden dann zusammengeführt, kon-
zentriert, sterilfiltriert (0,2 µm), aliquotiert und bei -20°C gelagert. 
 
II.2.3 Analyse rekombinanter Proteine 
II.2.3.1 Sodium dodecylsulfat Polyacrylamid Gel Elektrophorese 
Zur Trennung und zum Nachweis von Proteinen wurde die diskontinuierliche SDS-Polyacryl-
amid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli et al. [103] eingesetzt. Hierfür wurden 
in der Regel 12%ige SDS-Gele verwendet, welche aus einem Sammel- und einem Trenngel 
(II.1.3) bestehen. Die Proben wurden vor dem Auftrag mit Protein Ladepuffer versetzt und 
anschließend durch fünfminütiges Aufkochen (100°C) denaturiert. Zur Größenbestimmung 
wurde der „Prestained Protein Marker, broad range (7-175 kDa)“ (NEB, Frankfurt am Main) 
verwendet. Der Gellauf erfolgte in der Regel bei 150 V für 60 min unter Verwendung von 
1x Laufpuffer (II.1.3) in Protean-III-Zellen (Bio-Rad, München). Die Visualisierung der Pro-
teine erfolgte anschließend durch Coomassie Brilliant Blau Färbung in Coomassie Färbelö-
sung (II.1.3) [94]. Nach Entfärben der Gele mit Coomassie Entfärber (II.1.3) und der Entfer-
nung des unspezifischen Hintergrunds erfolgte die Dokumentation durch Scannen im HP 
Scanjet 4890 (II.1.2) und anschließender digitaler Speicherung. 
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II.2.3.2 Western Blot zum Nachweis gereinigter Proteine durch Antikörperbindung 
Zum spezifischen Nachweis der mittels SDS-PAGE (II.2.3.1) aufgetrennten Proteine wurden 
diese von dem Gel auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert [104]. Der Transfer erfolgte 
in Protean-III-Zellen (Bio-Rad, München; II.1.2) in Transferpuffer (II.1.3) für 70 min bei 
350 mA bei 4°C. Die Membran wurde anschließend für 60 min bei RT oder üN bei 4°C in 
Roti®-Blockierlösung (Roth, Karlsruhe) unter Schütteln inkubiert. Anschließend wurde die 
Membran drei Mal in PBST (II.1.3) gewaschen. Die Inkubation mit dem Erstantikörper (αhis, 
TC-1, αTau oder αSNAP; je 1:5000 verdünnt in PBST; Tabelle II-2) erfolgte bei RT auf dem 
Schüttler für 60 min. Es folgten erneut drei Waschschritte, bevor der Enzym-gekoppelte 
Zweitantikörper (GaMAP; 1:5000 in PBST; Tabelle II-2) für 60 min auf die Membran gegeben 
wurde. Abschließend wurde die Membran in PBST gewaschen und 5 min in 1x AP-Puffer 
äquilibriert. Durch Zugabe des Substrats der alkalischen Phosphatase NBT/BCIP (II.1.3; 
1:100 verdünnt in AP-Puffer) konnte das Protein visualisiert werden. Die Dokumentation er-
folgte durch Scannen der Membran im HP Scanjet 4890 (II.1.2) und anschließender digitaler 
Speicherung. 
 
II.2.3.3 Proteinkonzentrationsbestimmung durch Bradford-Assay 
Die Konzentrationsbestimmung der gereinigten Proteine (II.2.2) erfolgte mittels Roti®-
Nanoquant (Roth, Karlsruhe). Die Durchführung erfolgte nach den Herstellerangaben. Für die 
Erstellung der Standardkurve wurde BSA (Sigma-Aldrich, München) mit bekannter 
Konzentration eingesetzt. Die Platte wurde mit dem „Elisa-Reader“ (II.1.2) ausgelesen. Die 
Auswertung und Konzentrationsbestimmung erfolgte mit der Microsoft Office Excel 2010 
Software. 
 
II.2.3.4 Proteinkonzentrationsbestimmung mittels Densitometrie 
Zusätzlich zur Proteinkonzentrationsbestimmung mittels Bradford-Assay (II.2.3.3) wurde die 
densitometrische Bestimmung der Proteinkonzentration eingesetzt. Hierfür wurden die gerei-
nigten Proteine mittels SDS-PAGE getrennt und mittels Coomassie Brilliant Blau Färbung 
optisch sichtbar gemacht (II.2.3.1). Zusätzlich zu den zu messenden Proteinen wurde eine 
BSA-Standardreihe (100-1000 ng) auf das SDS-Gel (II.2.3.1) aufgetragen. Das entfärbte Gel 
wurde wie beschrieben eingescannt. Anschließend erfolgte die Auswertung mit der AIDA 
Image Analyzer Software (v.4.27.039). 
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II.2.3.5 Markierung von SNAP-Fusionsproteinen 
Die verschiedenen, aus den Zellkulturüberständen gereinigten (II.2.2), scFv35-SNAP-Kon-
strukte (Tabelle II-3) wurden für die optische Darstellung der Internalisierung im Konfokal-
mikroskop (II.1.2) mit den Fluoreszenzfarbstoffen BG-647 und BG-488 (NEB, Frankfurt am 
Main) markiert. Der Farbstoff wurde in 1,5fach molarem Überschuss mit dem Protein ge-
mischt, für 60 min bei RT und anschließend üN bei 4°C unter Lichtausschluss inkubiert. Zur 
Abtrennung ungekoppelten Farbstoffs wurde das Gemisch üN bei 4°C gegen PBS dialysiert. 
Die Kopplungseffizienz wurde nach Herstellerangaben bestimmt. 
 
II.2.3.6 Enterokinase-Verdau 
Zur Aktivierung der Granzym B Konstrukte wurden diese nach der Reinigung (II.2.2) in Tris-
Puffer (20 mM Tris-HCl, 200 mM NaCl) umgepuffert. Anschließend wurden Enterokinase 
(0,06 U/μg Protein) und 2 mM CaCl2 zugegeben und üN bei 23°C inkubiert. Das aktivierte 
Protein wurde in einem Substratassay (II.2.3.7) bzgl. seiner Aktivität getestet und direkt, ohne 
zwischenzeitliche Lagerung, für verschiedene Experimente (II.2.4.1; II.2.4.4; II.2.4.5) 
verwendet. 
 
II.2.3.7 Substratassay 
Die Aktivität der Enterokinase-verdauten Granzym B Konstrukte (II.2.3.6) wurde durch die 
Spaltung von 200 µM des synthetischen Substrats Ac-IETD-pNA (Calbiochem/Merck, 
Darmstadt), welches die Spaltprodukte der Pro-Caspase 3 nachahmt, nachgewiesen. Hierfür 
wurde das Substrat mit 300-800 ng des Proteins in die Vertiefung einer 96-Napf-Platte gege-
ben. Der Ansatz wurde für 1 h bei 37°C inkubiert. Alle 2 min wurde bei 405 nm im „Elisa 
Reader“ (II.1.2) gemessen. Zur Darstellung wurde die Absorption gegen die Zeit aufgetragen. 
Als Negativkontrolle wurde unverdautes Protein verwendet. Die Auswertung erfolgte mit der 
Microsoft Office Excel 2010 Software. 
 
II.2.3.8 DPP-I – Aktivitätsassay 
Das Dipeptid LL-oME muss durch DPP-I in ein membranolytisches Polypeptid umgewandelt 
werden um seine Aktivität in den Lysosomen zu entfalten. Der Assay wurde wie von Thong 
et al. [105] beschrieben durchgeführt. Hierfür wurden 1x106 Zellen in 40 µl R-10 in die 
Vertiefungen einer 96-Napf-Platte trasnferiert und für 1 h im Brutschrank inkubiert. 
Anschließend wurden 5 µl PBS mit 5 µl Gly-Phe-7-Amino-4-Trifluoromethylcoumarin (Gly-
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Phe-AFC) gemischt und zu den Zellen in die Vertiefungen gegeben. Der komplette Ansatz 
wurde für 1 h im Brutschrank inkubiert. Die Messung erfolgte bei einer Extinktion von 400 
nm und 505 nm Emission im „Elisa Reader“ (II.1.2). Als Negativkontrolle wurde eine leere 
Vertiefung ohne Zellen verwendet. Die Zelllinie THP-1 diente als Positivkontrolle. Die Aus-
wertung erfolgte mit der Microsoft Office Excel 2010 Software. 
 
II.2.4 Durchflusszytometrische Methoden 
II.2.4.1 Durchflusszytometrische Bindungsanalyse an Zelloberflächen 
Die rekombinanten Proteine (II.2.2) wurden durchflusszytometrisch auf ihre Bindefähigkeit 
an Zelloberflächen getestet. Hierfür wurden 2-4x105 Zellen in FACS-Röhrchen (BD, 
Heidelberg) überführt und zweimal mit 1,8 ml PBS in der Waschzentrifuge (II.1.2) 
gewaschen und sedimentiert. Zum Test der Bindeaktivität der CFPs wurde 1 µg des CFPs in 
100 µl PBS zu den Zellen gegeben und 60 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die 
Zellen erneut in der Waschzentrifuge gewaschen und weitere 60 min auf Eis mit dem Erst-
antikörper (Tabelle II-2) inkubiert. Es wurden für die CFPs verschiedene, für die zytolytische 
Komponente spezifische, Antikörper verwendet. Alle Erstantikörper, gegen ETA', MAP und 
Gb, wurden 1:100 in PBS verdünnt. Zusätzlich wurde für die Detektion der SNAP-Konstrukte 
der αSNAP-AK 1:100 in PBS verdünnt (Tabelle II-2), verwendet. Im Anschluss daran wurden 
die Zellen erneut gewaschen und für weitere 60 min auf Eis mit dem Detektionsantikörper 
GaMPE (Tabelle II-2) inkubiert. Als Negativkontrolle wurde eine Probe mitgeführt, welche 
lediglich mit Erst- und Detektionsantikörper behandelt wurde. Vor der Messung wurden die 
Zellen erneut zweimal mit 1,8 ml PBS in der Waschzentrifuge gewaschen. Die Messung 
erfolgte im Anschluss mit dem FACSCalibur oder FACSVerse von BD (II.1.2). Für die 
Auswertung der FACSCalibur Daten wurde die WinMDI (v2.8) Software verwendet. Für die 
Auswertung der FACSVerse Daten wurde die FACSuite Software (BD) verwendet. 
 
II.2.4.2 Quantifizierung der Rezeptorexpression 
Die Quantifizierung der Rezeptorexpression auf RMS-Zellen wurde mit Hilfe und nach Anga-
ben des QifiKit (Dako, Hamburg) durchgeführt. Hierfür wurden die Zellen wie für die durch-
flusszytometrische Bindungsanalyse beschrieben, mit dem zugehörigen ETA'-Konstrukt be-
handelt (II.2.4.1). Die Messung erfolgte mit dem FACSVerse. Die Auswertung der Daten 
wurde mit Microsoft Excel 2010 durchgeführt. 
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II.2.4.3 Bestimmung der Rezeptorexpression nach Forskolinbehandlung 
Die Zellen (Tabelle II-6) wurden für verschiedene Zeitfenster (6, 24, 48 und 72 h) mit 50 µM 
Forskolin behandelt. Nach der Inkubation wurden 2x105 Zellen in FACS-Röhrchen gegeben. 
Deren Rezeptorexpression wurde wie beschrieben (II.2.4.1) durchflusszytometrisch bestimmt. 
Im Anschluss wurden die erhaltenen Werte der mittleren Fluoreszenzintensität (MFI) in 
folgende Formel eingesetzt:  
relative Rezeptorexpression = (MFIImmuntoxin – MFIHintergrund)/MFIHintergrund 
und mit Microsoft Excel 2010 ausgewertet. Die graphische Darstellung sowie die statistische 
Auswertung erfolgten mit der Software Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, USA). 
 
II.2.4.4 XTT-basierter Zellviabilitätsassay 
Zur Bestimmung der Toxizität der verschiedenen CFPs (Tabelle II-3) auf unterschiedlichen 
RMS-Zelllinien (Tabelle II-6) wurde ein XTT-basierter Zellviabilitätsassay wie schon 
beschrieben durchgeführt [57]. Hierbei wird gelbes Tetrazoliumsalz (XTT) von lebenden 
Zellen in orangefarbenes, wasserlösliches Formazan umgesetzt. Dieser Farbumschlag kann im 
„Elisa Reader“ (II.1.2) photometrisch gemessen werden. Hierfür wurden 50 µl R-10 (II.1.5) in 
jede Vertiefung einer 96-Napf-Mikrotiterplatte gegeben. Anschließend wurde das gereinigte, 
sterile Protein (II.2.2.3), Zeocin oder PBS hinzugegeben und eine 1:3 oder 1:5 
Verdünnungsreihe pipettiert. Abschließend wurden zu jedem Napf 5x103 Zellen in 50 µl R-10 
zugegeben. Die Platte wurde für 72 h unter den Standardbedingungen inkubiert (II.2.1.11). 
Zur Auswertung wurde zu jedem Napf 50 µl XTT + Phenazin (Serva, Heidelberg; Sigma-
Aldrich, München) nach Herstellerangaben pipettiert. Nach 3-4 h Inkubation im Brutschrank 
wurde die Extinktion bei 450 nm und 630 nm im „Elisa Reader“ (II.1.2) gemessen. 
Die benötigte CFP-Konzentration bei der 50% der Zellen sterben (IC50) im Vergleich zur un-
behandelten Kontrolle wurde mittels Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, USA) er-
mittelt. Alle Versuche wurden als Duplikate oder Triplikate durchgeführt. 
 
II.2.4.5 Apoptose Assay 
Zum Nachweis der Apoptoseinduktion in RMS-Zellen durch Zugabe von CFPs wurde ein 
Apoptose Assay durchgeführt. Hierbei werden membranständige Phosphatidylserine, welche 
schon zu Beginn der Apoptose nach außen gerichtet werden, durch Annexin V (AV) gebun-
den. Zusätzlich hierzu wird eine Propidiumiodid (PI)-Färbung durchgeführt. Diese ermöglicht 
eine Unterscheidung zwischen früh- und spätapoptotischen bzw. nekrotischen Zellen, da die 
Material und Methoden 
37 
 
Zellmembran erst im späteren Verlauf der Apoptose, bzw. während einer Nekrose für PI 
passierbar wird. Es wurden 1x105 Zellen in die Vertiefungen von 24-Napf-Platten mit R-10 
gegeben. Zu den Zellen wurde das zu testende CFP in angegebener Konzentration in einem 
Gesamtvolumen von 300-500 µl R-10 gegeben und für 48 h im Brutschrank inkubiert. Vor 
der Messung wurden der Zellüberstand, der PBS-Waschschritt und die trypsinierten Zellen in 
ein FACS-Röhrchen gegeben. Die Zellen wurden zweimal mit 1x Annexin-Puffer (II.1.3) ge-
waschen. Anschließend wurden 450 µl AV- grün fluoreszierendes Protein (GFP) haltiger 
Zellkulturüberstand mit 50 µl 10x Annexin-Puffer (II.1.3)  versetzt und 10 min bei RT und im 
Dunkeln mit den Zellen inkubiert [106]. Danach wurden die Zellen erneut zweimal mit 
1x Annexin-Puffer gewaschen und in 500 μl 1x Annexin-Puffer + 1 μg/ml PI aufgenommen. 
Die Zellen wurden am FACSVerse (BD, Heidelberg) gemessen und die Daten mit der 
FACSuite Software ausgewertet. Die weitere Auswertung erfolgte mit Microsoft Excel 2010. 
Die statistische Auswertung sowie die graphische Darstellung der Balkendiagramme erfolgten 
mittels Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, USA). Zusätzlich wurde für die Behand-
lungskombinationen der Kombinationsindex (Ci) bestimmt. Dieser berechnet sich wie folgt: 
Ci = (Einzelbehandlung1 + Einzelbehandlung2) / Kombinationsbehandlung 
Hierbei wird ein synergistischer Effekt mit Ci < 1, ein additiver Effekt mit Ci = 1 und ein anta-
gonistischer Effekt mit Ci > 1 angenommen. 
 
II.2.4.6 Proliferations Assay 
Zur Bestimmung des Einflusses von Forskolin und Etoposid auf RMS-Zellen (Tabelle II-6) 
wurden 2,5x104 Zellen in die Vertiefungen einer 24-Napf-Platte gesetzt. Die Zellen wurden 
mit 2,5 µM Etoposid oder 50 µM Forskolin in R-10 inkubiert. Nach 48, 72  und 96 h wurden 
die Zellen aus den Vertiefungen genommen und die Zellzahl im Zellzähler (II.1.2) bestimmt. 
Zusätzlich wurde die morphologische Veränderung der Zellen fotografisch mit dem Mikro-
skop DM2000 (Leica, Bensheim) und der Kamera ProgRes® CF cool mit der Software 
ProgRes® CapturePro v2.8.8 (beide Jenoptik, Jena) festgehalten und digitalisiert. 
 
II.2.4.7 Messung der Internalisierung 
Die Untersuchung der Internalisierung wurde wie in Cizeau et al. [107] beschrieben durchge-
führt. Hierfür wurden 4x105 Zellen pro Ansatz mit einer definierten Proteinkonzentration (IT 
oder SNAP-Konstrukt (Tabelle II-3)) in 100 μl PBS für 60 min auf Eis inkubiert. Anschlie-
ßend wurden die Zellen in PBS gewaschen, in R-10 Medium aufgenommen und bei 37°C im 
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Brutschrank inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten (0, 15, 30, 60, 120 und 240 min) wurde 
jeweils eine Probe aus dem Brutschrank entnommen und für die restliche Dauer, zur 
Blockierung der Internalisierung, auf Eis inkubiert. Nach Entnahme der letzten Probe wurden 
alle Proben mit PBS gewaschen und wie beschrieben (II.2.4.1) behandelt und gemessen. Zur 
grafischen Darstellung der Werte wurde der Median der Fluoreszenzintensität über die Zeit 
dargestellt, diese erfolgte mittels Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, USA). Die 
Proben, welche bei 4°C inkubiert wurden, sollten nicht internalisieren. Diese Kontrolle diente 
daher als Referenz und wurde auf 100% gesetzt. Die Sekundärantikörperkontrolle wurde im 
Gegenzug als 0% Wert angenommen. 
 
II.2.5 Statistische Auswertung 
Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., La 
Jolla, USA). Die Daten wurden als ± Standardabweichung (SD) oder als Fehler des Mittel-
werts (SEM) dargestellt. Als statistische Auswerteverfahren wurden der zweiseitige stu-
dentsche t-Test, ein- oder zweiseitige ANOVA verwendet. *p≤0,05, **p≤0,01, ***p≤0,001. 
 
II.2.6 In vivo Experimente 
Alle durchgeführten Tierversuche wurden vom Landesamt für Natur, Umwelt und Verbrau-
cherschutz Nordrhein-Westfalen (LANUV) genehmigt (Genehmigungsnummer: 8.87-
50.10.37.09.212). 
In den hier durchgeführten Tierversuchen wurden Balb/c nu/nu Mäuse eingesetzt, da diesen 
aufgrund einer unvollständigen Thymusentwicklung die T-Zell-basierte Immunität fehlt. Aus 
diesem Grund eignen sich Balb/c nu/nu Mäuse für die Implantation humaner Zellen. 
 
II.2.6.1 Durchführung der Tierversuche 
Den 32 Balb/c nu/nu Mäusen wurden je 2,5x106 RD-tdKat2 Zellen (II.2.1.13) subkutan (s.c.) 
appliziert. Diese wurden dann bis zum Beginn der Behandlung regelmäßig mit Hilfe des in 
vivo „Imagers“ (II.1.2) auf ein Fluoreszenzsignal hin überprüft. Die Tiere wurden mit chloro-
phyllfreiem Futter ernährt, da Chlorophyll bei der Messung stören kann. Zur Detektion des 
Katushkasignals wurde das gelbe Filterset (630-850 nm) verwendet. Ursprünglich waren für 
jede Behandlungsgruppe acht Tiere vorgesehen. Da nicht alle Tiere bis zum 
Behandlungsbeginn ein Fluoreszenzsignal zeigten wurden die Mäuse in Behandlungsgruppen 
zu je mindestens fünf Tieren eingeteilt (PBS: 5 Tiere; Etoposid: 5 Tiere; scFv35-ETA': 7 
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Tiere; Kombination: 6 Tiere). Fünfzehn Tage nach der Tumorapplikation wurde der erste 
Behandlungszyklus gestartet. Den Tieren wurde an den Tagen 0, 1 und 2 je 10 mg/kg 
Etoposid und an den Tagen 4, 5 und 7 je 10 µg scFv35-ETA' intravenös (i.v.) unter 
Isofluranbetäubung verabreicht. Nach 13 Tagen Pause wurde ein zweiter Behandlungszyklus 
durchgeführt. Hier wurde den Tieren an den Tagen 20, 21 und 22 je 10 mg/kg Etoposid und 
an den Tagen 24, 25 und 27 je 10 µg scFv35-ETA' in der beschriebenen Menge und Art 
verabreicht. Das Tumorwachstum wurde weiterhin regelmäßig mit dem in vivo „Imager“ 
überprüft. Bei jeder Messung wurden die Tiere gewogen. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe 
der zugehörigen „Maestro“ (v2.6.0) Software  Die Behandlungszyklen sind in Abbildung III-9 
schematisch dargestellt. Die Größe des Tumors wurde als Produkt des 
Gesamtfluoreszenzsignals und der Fläche dargestellt.  
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III Ergebnisse 
III.1 Verbesserung der Effizienz eines gegen den fAChR gerichteten IT 
III.1.1 Steigerung der Expression des fAChR mit Hilfe verschiedener 
Substanzen 
III.1.1.1 Inkubation von RMS Zellen mit Etoposid und Forskolin 
Einen wichtigen Faktor einer erfolgreichen Immuntherapie stellt die Zahl der Zielantigene 
auf der Oberfläche der Zellen dar. Aufgrund der sehr geringen Expression des fAChR auf 
RMS-Zellen wurden die Substanzen Forskolin und Etoposid zur Erhöhung der Rezeptor-
dichte eingesetzt. In vorhergehenden Studien konnte gezeigt werden, dass Etoposid die Ex-
pressionsdichte des fAChR auf RMS-Zellen bzw. dass Forskolin die AChR-Expression 
steigern kann. Zusätzlich wurde gezeigt, dass nach chemotherapeutischer Behandlung von 
RMS-Patienten die fAChR-Expression innerhalb des Tumorgewebes ebenfalls erhöht ist 
[46, 60]. Zur Feststellung der Auswirkungen einer Behandlung mit Etoposid bzw. Forsko-
lin auf das Wachstum von RMS Zellen wurden die Zelllinien FL-OH1 und RD mit einer 
definierten Konzentration der jeweiligen Substanz inkubiert. Die jeweiligen Konzentra-
tionen wurden der Literatur entnommen [49, 60]. Nach 48, 72 und 96 h wurden die Zellen 
unter dem Mikroskop fotografiert und anschließend die Zellzahl bestimmt (II.2.4.6). 
Anhand der Fotografien konnte eine Veränderung in der Morphologie Etoposid-be-
handelter Zellen dargestellt werden, beispielhaft für RD in Abbildung III-1 gezeigt.  
Die Etoposid-behandelten Zellen zeigten im Vergleich zu den PBS-behandelten Zellen 
eine starke Zunahme des Zytoplasmas. Die Forskolin-behandelten Zellen zeigten ebenfalls 
eine Veränderung der Morphologie, welche durch eine leichte Zunahme an Zytoplasma 
sichtbar wurde (Abbildung III-1). 
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Abbildung III-1: Behandlung der RMS-Zelllinie RD mit Etoposid und Forskolin. 
Die RMS-Zelllinien RD und FL-OH1 wurden mit 2,5 µM Etoposid, 50 µM Forskolin oder PBS 
inkubiert (II.2.4.6). Nach 48, 72 und 96 h wurden beispielhafte Bilder der Zelllinie RD mit 100facher 
Vergrößerung mikroskopisch im Phasenkontrast Ph1 aufgenommen. Der Balken in den Bildern 
entspricht 300 µm.  
 
Zusätzlich hierzu konnte anhand der Konfluenz der Zellen gezeigt werden, dass beide Sub-
stanzen das Wachstum der Zellen verringern. Die Bestimmung der Zellzahl bestätigte diese 
mikroskopisch aufgenommene Beobachtung (Abbildung III-2). Bei beiden getesteten Zell-
linien, FL-OH1 und RD, zeigte die mit PBS behandelte Kontrolle ein stetiges Wachstum 
von 2,5x104 auf ~3,0x105 Zellen. Wohingegen die Zellen, welche mit 50 µM Forskolin in-
kubiert wurden eine verringerte Proliferation aufwiesen. Bei beiden Zelllinien konnte nach 
96 h Inkubation eine Zellzahl von 1,5-2,0x105 gemessen werden. Eine Behandlung mit 
2,5 µM Etoposid führte zu einem Arrest der Proliferation beider Zelllinien über die gesam-
te Inkubationszeit von 96 h. Bei beiden Zelllinien wurde nach 48 h eine Verdopplung der 
Zellzahl auf ~5x105 Zellen gemessen. Bei den weiteren Messzeitpunkten von 72 h und 
96 h wurde jedoch keine weitere Zunahme der Zellzahl gemessen.  
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Abbildung III-2: Proliferationsinhibition durch Etoposid und Forskolin. 
Die RMS-Zelllinien FL-OH1 und RD wurden zu Beginn mit einer konstanten Zellzahl (2,5x104) in 
24-Napf Platten eingesetzt und mit 2,5 µM Etoposid oder 50 µM Forskolin inkubiert (II.2.4.6). Nach 
48, 72 und 96 h wurden die Zellen entnommen und die Zellzahl wurde mit dem Casy 1 Cell Counter 
(II.1.2) bestimmt. Die Messung erfolgte dreimal in Einfachbestimmungen. 
 
III.1.1.2 Messung der Expressionssteigerung auf mRNA-Ebene 
Die Messung eines Effekts von Forskolin bzw. Etoposid auf die Expressionsrate des 
fAChR auf mRNA Ebene wurde mittels quantitativer „real-time“ PCR (II.2.1.3) durchge-
führt. Dazu wurden die Zellen wie in II.2.1.3 beschrieben behandelt, die Gesamt-RNA iso-
liert (II.2.1.1), die mRNA in cDNA transkribiert (II.2.1.2) und anschließend die fAChR-
Expressionsrate mittels spezifischer Primer (Tabelle II-4) bestimmt.  
Nach 24 h Inkubation mit 50 µM Forskolin war die Expression der fAChR-mRNA in RD 
Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle signifikant erhöht. Es wurde zweimal 
mehr fAChR-mRNA gemessen wie in unbehandelten Zellen. Etoposid-behandelte Zellen 
zeigten ebenfalls eine stärkere fAChR-mRNA Expression, im Vergleich zu unbehandelten 
RD Zellen war diese 2-3fach erhöht (Abbildung III-3). 
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Abbildung III-3: Bestimmung der fAChR spezifischen cDNA. 
Zur Bestimmung der Expressionsänderung nach Inkubation für 24 h mit 50 µM Forskolin oder für 
72 h mit 2,5 µM Etoposid wurde die mRNA in cDNA umgeschrieben (II.2.1.2). Mit fAChR- und 
GAPDH-spezifischen Primern (Tabelle II-4) wurde die jeweilige Menge an spezifischem mRNA-Ex-
pressionslevel in einer quantitativen „real-time“ PCR (II.2.1.3) bestimmt. Anschließend wurden die 
fAChR-Werte in Relation zum Referenz-Gen der GAPDH-Kontrolle gesetzt. Schließlich wurden die-
se Werte in Relation zur unbehandelten Kontrolle gesetzt. Die Experimente wurden dreimal jeweils in 
Triplikaten durchgeführt. Die statistische Auswertung wurde mittels eines studentschen t-Tests 
durchgeführt. ***p≤0,001 
 
III.1.1.3 Bestimmung des fAChR auf Proteinebene 
Da bei der AChR-Expression die Translation, der Zusammenbau der einzelnen UE und der 
Transport in die Zellmembran großen Einfluss auf die letztendliche Zahl an Rezeptoren auf 
der Zelloberfläche hat, wurde diese noch auf Proteinebene bestimmt. Hierfür wurden die 
RMS-Zelllinien TE-671, RD, FL-OH1 und Rh30 mit 50 µM Forskolin inkubiert. Nach ver-
schieden langen Inkubationszeiten (6, 24, 48 und 72 h) wurde die Rezeptorexpression auf 
der Zelloberfläche (II.2.4.3) mittels Durchflusszytometrie (II.2.4.1) bestimmt. Dies konnte 
nicht nach Inkubation mit Etoposid durchgeführt werden, da wie in III.1.1.1 gezeigt die 
Zellen bei Inkubation mit Etoposid nicht mehr proliferierten.  
Wie in Abbildung III-4A für die Zelllinie FL-OH1 exemplarisch dargestellt, wurden so-
wohl behandelte als auch unbehandelte Zellen durchflusszytometrisch analysiert. Hierbei 
ließ sich für die behandelten Zellen eine höhere mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) nach-
weisen. 
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Abbildung III-4: Behandlung der Zellen mit Forskolin. 
Die Auswirkung von Forskolin auf die fAChR-Expression der RMS-Zelllinien TE-671, Rh30, 
FL-OH1 und RD wurde mittels Durchflusszytometrie (II.2.4.1) bestimmt. Die Zellen wurden für 6, 
24, 48 und 72 h mit 50 μM Forskolin oder DMSO, als Kontrolle, behandelt. Die fAChR-Expression 
wurde mittels Inkubation mit dem IT scFv35-ETA' nachgewiesen und mit TC-1 und GaMPE detektiert 
(II.2.4.3). Abbildungsteil A zeigt exemplarisch ein Messergebnis für die Zelllinie FL-OH1 nach 24 h 
Inkubation mit Forskolin. Zur Bestimmung der relativen Oberflächenexpression, in B dargestellt, 
wurde folgender Rechenansatz verwendet:  
 relative Rezeptorexpression = (MFIImmuntoxin – MFIHintergrund)/MFIHintergrund. 
Dies wurde für beide Ansätze, unbehandelt und behandelt, durchgeführt. Die Werte aus drei unab-
hängigen Experimenten wurden gemittelt und normiert. Die unbehandelten Zellen wurden jeweils als 
100% angenommen. Die statistische Auswertung wurde mittels eines studentschen t-Tests durch-
geführt. *p≤0,05, **p≤0,01, ***p≤0,001 
 
Zum statistischen Nachweis wurden die Messungen für alle vier getesteten Zelllinien drei-
mal durchgeführt. Für die eRMS Zelllinien TE-671, RD und FL-OH1 konnte nach 24 h In-
kubation mit Forskolin eine ~1,5-2,5fach erhöhte fAChR-Expression im Vergleich zu 
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unbehandelten Zellen dargestellt werden (Abbildung III-4 B). Bei den Zelllinien TE-671 
und RD ist zu allen anderen Messzeitpunkten ebenfalls die Tendenz einer gesteigerten Re-
zeptorexpression gegenüber den unbehandelten Zellen erkennbar, diese konnte aber nicht 
statistisch signifikant dargestellt werden. Die aRMS Zelllinie Rh30 hingegen zeigte eine 
signifikante Steigerung der fAChR-Rezeptorexpression nach 24, 48 und 72 h. Nach 6 h In-
kubation hingegen war noch kein Effekt messbar. 
 
III.1.1.4 Auswirkung der gesteigerten Rezeptorexpression auf die Behandlung mit 
dem Immuntoxin scFv35-ETA' 
Es konnte eine gesteigerte Rezeptorexpression nach Inkubation mit Etoposid und Forskolin 
sowohl auf mRNA-Ebene als auch auf Proteinebene (für die Inkubation mit Forskolin) 
nachgewiesen werden. Im nächsten Schritt sollte geklärt werden, ob und wie sich eine 
erhöhte fAChR-Expression auf die Effizienz des IT scFv35-ETA' auswirkt. Das IT wird 
nach Bindung an den Rezeptor über Rezeptor-vermittelte Endozytose aufgenommen und 
nach Freisetzung der toxischen ETA'-Domäne in das Zytosol wird der programmierte Zell-
tod, die Apoptose, induziert. Zum Nachweis der Apoptoseinduktion wurde ein Apoptose 
Assay (II.2.4.5) durchgeführt. Hierfür wurden RD und U937 Zellen 72 h mit Etoposid prä-
inkubiert, anschließend für weitere 48 h mit dem IT scFv35-ETA' inkubiert und ab-
schließend durchflusszytometrisch analysiert.  
Aus Abbildung III-5A wird ersichtlich, dass beide Zelllinien eine geringe natürliche 
Apoptoseinduktion aufwiesen. Die Inkubation mit 30 nM IT führte zu einer gesteigerten 
Apoptoserate in RD Zellen, jedoch zu keiner Veränderung bei der fAChR- Kontrollzelllinie 
U937. Etoposid alleine induzierte Apoptose in beiden Zelllinien. Die Zugabe des IT führte 
bei der Zelllinie U937 zu keiner weiteren Steigerung der Apoptoserate im Vergleich zu 
Etoposid allein. Eine Kombination von Etoposid mit dem IT scFv35-ETA' führte auf RD 
Zellen zu einer signifikant erhöhten Rate an früh- und spät-apoptotischen Zellen gegenüber 
der Behandlung mit Etoposid alleine (Abbildung III-5B). Der Kombinationsindex Ci 
(II.2.4.5) aus drei unabhängigen Experimenten ergab hier einen antagonistischen Wert von 
1,47 (± 0,25 SD).  
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Abbildung III-5: Nachweis der Apoptoseinduktion von scFv35-ETA' nach Inkubation der 
Zellen mit Etoposid. 
Die Induktion von Apoptose konnte durchflusszytometrisch in einem Apoptose Assay (II.2.4.5) ge-
zeigt werden. Die Zellen wurden 72 h mit 2,5 µM Etoposid inkubiert. Anschließend wurden sie ge-
waschen und weitere 48 h mit 30 nM scFv35-ETA' inkubiert. Die quantitative Analyse von vier 
unabhängigen Experimenten wurde in B als Mittelwert ± SD dargestellt. Die statistische Analyse wur-
de mittels zweifacher ANOVA durchgeführt. *p≤0,05, **p≤0,01, ***p≤0,001 im Vergleich zur je-
weiligen PBS Kontrolle. 
 
Zur Darstellung einer gesteigerten Apoptoserate unter Einsatz von Forskolin wurden die 
Zelllinien RD, FL-OH1 und U937 24 h mit 50 µM Forskolin inkubiert, da nach dieser Zeit 
eine erhöhte Expressionsrate des fAChR gemessen werden konnte (III.1.1.3). Anschlie-
ßend wurden die Zelllinie RD und U937 48 h mit 30 nM und die Zelllinie FL-OH1 mit 
6 nM des IT scFv35-ETA' inkubiert. Für die Zelllinie FL-OH1 wurde in vorhergehenden 
Zellviabilitätsassays (II.2.4.4) ein niedrigerer IC50-Wert ermittelt als für RD Zellen, somit 
wurde eine niedrigere Konzentration gewählt um den Effekt in Kombination mit Forskolin 
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darstellen zu können. Die Apoptoserate wurde wie oben in einem Apoptose Assay 
(II.2.4.5) bestimmt.  
Die Kombination aus IT und Forskolin zeigte für die Zelllinie FL-OH1 44,8% und für die 
Zelllinie RD 35% mehr apoptotische Zellen (früh-apoptotische (unteres rechtes Quadrat) + 
spät-apoptotische (oberes rechtes Quadrat im Dot Blot) Zellen) als die PBS-Kontrolle. 
Zum Vergleich hierzu wurden bei der Einzelbehandlung mit 6 nM IT 17,2% bei FL-OH1 
und bei der Behandlung der Zelllinie RD mit 30 nM IT 2,6% mehr apoptotische Zellen, im 
Vergleich zu unbehandelten Zellen, gemessen. Bei der alleinigen Behandlung mit Forsko-
lin wurde bei FL-OH1 2,9% und bei RD 2,3% mehr apoptotische Zellen gemessen als in 
der PBS-Kontrolle (Abbildung III-6A). Das führt bei der Zelllinie FL-OH1 zu einem 
synergistischen Ci-Wert von 0,73 (± 0,10 SD) und bei der Zelllinie RD zu einem additiven 
Ci-Wert von 0,97 (±0,07 SD) welche jeweils aus vier unabhängigen Experimenten 
bestimmt wurden (Abbildung III-6B).  
Für die fAChR- Kontrollzelllinie U937 konnte kein Unterschied zwischen IT-behandelten 
und unbehandelten Zellen dargestellt werden. Die Behandlung mit Forskolin alleine hatte 
eine erhöhte Induktion der Apoptose um 8,7% zur Folge. Die Kombination der beiden 
Substanzen ergab 10,6% mehr apoptotische Zellen im Vergleich zu den unbehandelten 
Zellen (Abbildung III-6A). Wenn man vier unabhängige Messungen miteinander verglich, 
ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen der Kombinations- und Einzelbehand-
lung mit Forskolin (Abbildung III-6B). 
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Abbildung III-6: Nachweis der Apoptoseinduktion von scFv35-ETA' nach Inkubation der 
Zellen mit Forskolin. 
Die Induktion von Apoptose konnte durchflusszytometrisch in einem Apoptose Assay (II.2.4.5) 
gezeigt werden. Die Zellen wurden 24 h mit 50 µM Forskolin inkubiert. Anschließend wurden sie 
gewaschen und weitere 48 h mit 30 nM scFv35-ETA' auf RD bzw. 6 nM scFv35-ETA' auf FL-OH1 
inkubiert. Die quantitative Analyse von vier unabhängigen Experimenten wurde in B als Mittelwert 
±SD dargestellt. Die statistische Analyse wurde mittels zweifacher ANOVA durchgeführt. *p≤0,05, 
**p≤0,01, ***p≤0,001 in Relation zur jeweiligen PBS Kontrolle. 
 
In einem weiteren Apoptose Assay (II.2.4.5) sollte getestet werden, welchen Einfluss die 
Konzentration des IT, in Kombination mit Forskolin, auf die Menge der apoptotischen 
Zellen hat. Die Zelllinien FL-OH1 und RD wurden 24 h mit Forskolin vor-inkubiert. An-
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schließend wurden die Zellen weitere 48 h mit unterschiedlichen IT-Konzentrationen, (2-
42 nM) inkubiert. Der Versuchsaufbau ist in Abbildung III-7A schematisch dargestellt.  
Es konnte für beide Zelllinien gezeigt werden, dass unabhängig von der getesteten Kon-
zentration, eine Kombination mit Forskolin mehr apoptotische Zellen zur Folge hat als eine 
Inkubation mit dem IT alleine (Abbildung III-7B). Für FL-OH1 (ohne Vorbehandlung mit 
Forskolin) stieg die Zahl der apoptotischen Zellen von 20% auf 70% an, wohingegen die 
Zahl der gemessenen apoptotischen Zellen nach der Kombinationsbehandlung von 50% 
auf 90% anstieg. Für die Zelllinie RD konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die Apoptose-
rate durch Vorinkubation mit Forskolin erhöht war im Vergleich zur alleinigen Verwen-
dung des IT. Bei der Einzelbehandlung mit dem IT stieg die Zahl der gemessenen 
apoptotischen Zellen von 15% bei 2 nM IT bis auf 30% bei 42 nM IT stetig an. Bei der 
Vorbehandlung mit Forskolin wurden bereits bei 2 nM IT 35% apoptotische Zellen gemes-
sen. Die Apoptoserate stieg bei weiterer Erhöhung der IT-Konzentration bis 25 nM auf 
50% apoptotische Zellen stetig an, jedoch konnte keine gesteigerte Apoptoserate durch ei-
ne weitere Erhöhung der IT-Konzentration bis 42 nM gezeigt werden (Abbildung III-7B). 
 
 
Abbildung III-7: Kombinationsbehandlung der Zellen mit Forskolin und scFv35-ETA'. 
Die RMS Zelllinien RD und FL-OH1 wurden wie in (A) schematisch dargestellt mit 50 µM Forskolin 
24 h vor-inkubiert und danach mit unterschiedlichen Konzentrationen scFv35-ETA' 48 h behandelt. In 
einer Negativkontrolle wurden die Zellen mit PBS behandelt. Die Anzahl der apoptotischen Zellen 
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wurde durchflusszytometrisch in einem Apoptose Assay (II.2.4.5) bestimmt und die Gesamtzahl der 
apoptotischen Zellen aus drei unabhängigen Einzelmessungen in (B) dargestellt. 
 
Es konnte gezeigt werden, dass beide Substanzen, Etoposid und Forskolin, in der Lage sind 
die Effizienz des IT scFv35-ETA' zu steigern. Demnach sollte beide Substanzen in vivo 
getestet werden. Dabei sollten beide Substanzen alleine und jeweils in Kombination mit 
dem IT scFv35-ETA' eingesetzt und der Einfluss auf das Tumorwachstum bestimmt 
werden.  
 
Tabelle III-1: Übersichtstabelle der Effekte von Forskolin und Etoposid auf RMS-Zellen. 
Effekt auf die Forskolin Etoposid 
Morphologie leichte Zytoplasmazunahme starke Zytoplasmazunahme 
Proliferation verringert Arrest 
fAChR-Expression Steigerung auf mRNA- und 
Proteinebene um das 
1,5-2,5fache 
Steigerung auf mRNA um das 
2-3fache 
Induktion von Apoptose durch 
das IT scFv35-ETA' 
gesteigert;  
Ci: 0,97 (±0,07 SD) auf 
RD-Zellen 
Ci: 0,73 (± 0,10 SD) auf 
FL-OH1 -Zellen 
gesteigert; 
Ci: 1,47 (± 0,25 SD) auf RD-
Zellen 
 
III.1.1.5 In vivo Experimente 
Die vorab in vitro dargestellten Ergebnisse sollten zusätzlich in in vivo Experimenten über-
prüft werden. Es wurde die Zelllinie RD zur Tumorinjektion gewählt, da diese schon in 
früheren Studien in vivo erfolgreich eingesetzt wurde [46]. Die Zellen wurden stabil mit ei-
nem für das dunkelrot fluoreszierende Protein Katushka (Kat2) kodierendem Plasmid 
(Tabelle II-3) transfiziert und weiterhin als RD-tdKat2 Zellen bezeichnet (II.2.1.13). Eben-
so wurde versucht alle vorhandenen RMS-Zelllinien (FL-OH1, Rh30 und TE-671) stabil 
zu transfizieren, was aber nur noch für die Zelllinie FL-OH1 gelang.  
Die Zellen wurden drei Tage nach der Transfektion unter dem Mikroskop auf eine rote 
Fluoreszenz hin kontrolliert. Im Anschluss daran wurden die Zellen, wie in II.2.1.14 
beschrieben, anhand ihrer Fluoreszenzintensität sortiert. Da die Katushka-DNA unspezi-
fisch in die genomische DNA der Zellen integriert, wurde vor der Verwendung im Tiermo-
dell die Effizienz des IT scFv35-ETA' auf den RD-tdKat2 Zellen überprüft. Mit Hilfe eines 
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Zellviabilitätsassay (II.2.4.4) konnte gezeigt werden, dass die transfizierte Zelllinie 
RD-tdKat2 durch die Wirkung des IT scFv35-ETA' eine verringerte Proliferationsrate auf-
weist (Abbildung III-8). Die IC50 war mit einem Wert von 0,7 nM im Vergleich zur nicht 
transfizierten Ausgangszelllinie RD mit einer IC50 von 25,7 nM um das 38fache niedriger. 
Somit ist die für die in vivo Versuche verwendete Zelllinie sensibler als die Ausgangszell-
linie gegenüber dem eingesetzten IT. Dies stellt jedoch kein Problem dar, es sollte ledig-
lich gezeigt werden, dass das IT scFv35-ETA' weiterhin in der Lage ist die Proliferation 
der transfizierten Zelllinie RD-tdKat2 zu inhibieren. 
 
 
Abbildung III-8: Zellviabilitätsassay von RD und RD-tdKat2 Zellen nach Inkubation mit 
scFv35-ETA'. 
Die Zelllinien RD und RD-tdKat2 wurden mit einer Verdünnungsreihe des IT scFv35-ETA' 72 h 
inkubiert. Die Zellviabilität wurde als prozentualer Anteil des Farbumschlags gegenüber unbehandel-
ten Zellen berechnet. Der Zellviabilitätsassay (II.2.4.4) wurde dreimal in Duplikaten/Triplikaten 
durchgeführt. Dargestellt sind die Mittelwerte sowie deren Standardabweichungen. 
 
Die RD-tdKat2 Zellen wurden den Tieren am rechten Hinterbein subkutan appliziert. Nach 
15 Tagen wurde das Katushka-Signal mittels in vivo „Imager“ (II.1.2) gemessen sowie die 
jeweilige Tumorgröße bestimmt. Die Tiere wurden auf vier Gruppen verteilt, hierbei wur-
de darauf geachtet, dass die Tiere jeder Gruppe alle ähnlich große Tumoren haben. An-
schließend wurde mit dem ersten Behandlungszyklus begonnen (II.2.6.1), welcher als Tag 
0 festgesetzt wurde. Die Tiere der Gruppen „Etoposid“ und „Kombination“ erhielten an 
den ersten drei Tagen 10 mg/kg Etoposid, die anderen Tiere erhielten PBS in vergleich-
barem Volumen. Es wurde ein Tag Pause eingelegt, bevor die Tiere der Gruppen 
„scFv35-ETA'“ und „Kombination“ 10 µg des IT scFv35-ETA' an den Tagen 4, 5 und 7 
erhielten. Am Tag 20 wurde ein zweiter Behandlungszyklus gestartet. Im Anschluss an den 
zweiten Zyklus wurde weiterhin das Tumorwachstum in regelmäßigen Abständen gemes-
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sen um einen langfristigen Einfluss der jeweiligen Behandlung auf das Tumorwachstum 
darzustellen (Abbildung III-9). 
 
 
Abbildung III-9: Verlaufsschema für die Behandlung und Messung des Tumorwachstums. 
Die Darstellung zeigt den zeitlichen Ablauf der Tierversuche (II.2.6.1). Fünfzehn Tage nach der 
Tumorzellapplikation wurde den Tieren der Gruppe „Etoposid“ und „Kombination“ an den Tagen 0, 1 
und 2 je 10 mg/kg Etoposid i.v. appliziert. Die PBS-Kontrollmäuse und die Tiere der Gruppe 
„scFv35-ETA'“ erhielten i.v. PBS an den Tagen 0, 1 und 2. An den Tagen 4,5 und 7 erhielten die 
Tiere der Gruppe „scFv35-ETA'“ und „Kombination“ je 10 µg IT, die anderen beiden Gruppen 
erhielten PBS, i.v. Ein zweiter Zyklus folgte 13 Tage später an den Tagen 20-22 und 24, 25 und 26. 
An den Tagen 0, 5, 9, 12, 20, 27, 30, 35, 41, 47, 54, 58, 68 und 77 wurden Aufnahmen mittels des CRi 
Maestro™ Systems (II.1.2) gemacht. 
 
Aufgrund der in vitro Vorversuche wurde ein gesteigerter Effekt einer Kombinations-
therapie gegenüber den beiden Einzeltherapien erwartet. Im bestmöglichen Fall sollte eine 
komplette Tumorremission dargestellt werden. In Vorversuchen mit dem IT scFv35-ETA' 
wurde gezeigt, dass während der Gabe des IT eine Inhibition des Tumorwachstums eintritt. 
Sobald die IT-Gabe jedoch beendet wurde, begannen die Zellen stark zu proliferieren und 
die Tumorgröße näherten sich der unbehandelten Kontrollgruppe an [46].  
Die Tumorgröße wurde wie in II.2.6.1 beschrieben bestimmt. Zu Beginn der Behandlung 
waren alle Tumoren etwa gleich groß. Nach dem ersten Behandlungszyklus nahm die 
Tumorgröße in der Kombinations- und IT-Gruppe ab. Die Größe der PBS- und Etoposid-
Tumoren nahm zu (Abbildung III-10). Anschließend nahm die Größe des Tumors in allen 
vier Behandlungsgruppen bis zum Beginn des zweiten Zyklus (Tag 20) wieder zu. Im 
Anschluss an den zweiten Zyklus nahm die Größe des Tumors in den Gruppen 
„scFv35-ETA'“ und „Kombination“ bis Tag 35 ab. Danach begannen diese Tumoren stark 
zu proliferieren. Die Tumorgrößen der mit Etoposid behandelten Gruppe nahmen bis 
Tag 47 ab, danach begannen diese ebenfalls wieder zu wachsen. Dieses Wachstum war in 
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Relation zu den anderen beiden Behandlungsgruppen geringer. Die Tumoren der PBS-
Kontrollgruppe zeigten im Verlauf der Behandlung eine stetige Zunahme der Größe. Die 
Zunahme der Tumorgröße war für die Kombinations-, Etoposid- und IT-Gruppe gegenüber 
der PBS-Kontrollgruppe signifikant („one-tailed“ t-Test).  
Zusätzlich konnte in der Kombinationsgruppe eine Tumorremission in zwei Tieren ab Tag 
30 bzw. 47 gezeigt werden. In der IT-Gruppe konnte bei einem Tier ab Tag 27 kein Tumor 
mehr gemessen werden. Die gemessenen Werte dieser Tiere sind bis zu den jeweiligen 
Tagen in den Graphen enthalten (Abbildung III-10). 
 
 
Abbildung III-10: Darstellung der absoluten Tumorgröße während der Behandlung. 
Dargestellt ist die Veränderung der absoluten Tumorgröße in allen vier Behandlungsgruppen 
(II.2.6.1). Die Tumorgröße ist als Produkt der Fluoreszenzintensität und der Fläche des Tumors, 
welche mit dem in vivo „Imager“ (II.1.2) gemessen wurden, dargestellt. Die Werte an den 
verschiedenen Zeitpunkten repräsentieren hier jeweils den Mittelwert von fünf bis sieben Mäusen 
einer Gruppe. 
 
Zur optischen Darstellung der Tumorgrößen über den Behandlungszeitraum wurde aus 
allen vier Behandlungsgruppen exemplarisch das Fluoreszenzsignal eines Tieres an den 
Tagen 0, 9, 27, 47 und 77 in Abbildung III-11 dargestellt. Die Fläche des Tumors sowie 
die Intensität der Fluoreszenz nahmen innerhalb der PBS-Kontrollgruppe stark zu. Der 
„schwarze Fleck“ an Tag 77 ist auf eine Nekrotisierung des Tumors an dieser Stelle zurück 
zu führen. Die Tumoren der Etoposid-Gruppe blieben, wie auch schon in Abbildung III-10 
dargestellt, den gesamten Therapieverlauf über etwa gleich groß. Tumoren der IT-
behandelten Gruppe blieben zu Beginn gleich groß, nach Beendigung der Therapiezyklen 
(Tag 27) begann der Tumor stark zu proliferieren. Die Tumoren der Kombinationstherapie 
zeigten bis zum Ende der Behandlungszyklen ebenfalls kein Wachstum. Im Vergleich zur 
IT-behandelten Gruppe begann die Proliferation hier erst später. 
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Abbildung III-11: Darstellung des Fluoreszenzsignals der RD-tdKat2 Tumoren je einer exem-
plarischen Maus aus den vier Behandlungsgruppen. 
Die Darstellung zeigt das reine Fluoreszenzsignal der Tumoren, welche mit dem in vivo „Imager“ 
(II.1.2) gemessen wurden, an den Tagen 0, 9, 27, 47 und 77 der Behandlung (II.2.6.1). Die 
dargestellten Bilder wurden mit Adobe Photoshop CS4 (v 11.0.2) bearbeitet und in einer Größe von 
300x300 Pixel ausgeschnitten. 
 
III.1.2 Steigerung der Effizienz des IT scFv35-ETA' durch Zugabe endo-
somolytischer Substanzen 
III.1.2.1 Verwendung von Chloroquin  
Zur Steigerung der Effizienz des IT scFv35-ETA' wurde die Substanz CQ eingesetzt, da 
gezeigt wurde das deren Einsatz zu einer gesteigerten Konzentration an aktivem IT im 
Zytosol führen kann [71]. 
Der Effekt des Einsatzes von CQ auf die Effizienz des IT scFv35-ETA' wurde mittels 
Zellviabilitätsassay (II.2.4.4) getestet. Die fAChR+ eRMS-Zelllinie RD und die fAChR- 
Kontrollzelllinie U937 wurden 72 h mit einer IT-Verdünnungsreihe sowie 10 µM CQ 
inkubiert. Die eingesetzte CQ-Konzentration wurde in früheren Experimenten austitriert, 
sodass kein proliferationsinhibierender Effekt der eingesetzten Konzentration zu erwarten 
war (Daten nicht gezeigt). Es konnte dargestellt werden, dass der Einsatz des IT scFv35-
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ETA' in Kombination mit CQ zu einer gesteigerten Inhibition der Proliferation führt 
(Abbildung III-12). Die IC50 der Kombination war mit einem Wert von 4 nM um das 
6,4fache niedriger als die IC50 von 25,6 nM durch den Effekt des IT alleine. Weder das IT 
noch die Kombination aus IT und CQ führte zu einer Proliferationsinhibition der Zelllinie 
U937. 
 
 
Abbildung III-12: Zellviabilitätsassay (II.2.4.4) mit scFv35-ETA' in Kombination mit CQ. 
Die RMS-Zelllinie RD und die Kontrollzelllinie U937 wurden mit einer Verdünnungsreihe des IT 
scFv35-ETA' und in Kombination mit einer gleichbleibenden Konzentration CQ (10 µM) 72 h inku-
biert. Die Zellviabilität wurde als prozentualer Anteil des Farbumschlags gegenüber unbehandelten 
Zellen berechnet. Die Versuche wurden dreimal in Duplikaten/Triplikaten durchgeführt. Dargestellt 
sind die Mittelwerte sowie deren Standardabweichungen. 
 
In einem Apoptose Assay (II.2.4.5) sollte überprüft werden, inwiefern der inhibitorische 
Effekt von CQ auf die Proliferation der Zellen durch die Induktion von Apoptose zustande 
gekommen ist. Weiterhin sollte ein Effekt der Kombination von IT und CQ überprüft wer-
den. 
Für die fAChR- Zelllinie U937 konnte gezeigt werden, dass weder die alleinige Inkubation 
mit IT oder CQ noch die Inkubation mit einer Kombination aus beiden Substanzen eine 
gesteigerte Apoptose zur Folge hat (Abbildung III-13). Wie in Abbildung III-13A für ein 
Experiment exemplarisch dargestellt, hatte die Inkubation mit 25 nM IT oder 10 µM CQ 
alleine einen Anstieg der apoptotischen RD-Zellen um 15,5% bzw. 8,5%, gegenüber 
unbehandelten Zellen, zur Folge. Die Kombination beider Substanzen führte im Vergleich 
zur Summe der beiden Einzelbehandlungen zu einem Anstieg der apoptotischen Zellen von 
46,4% auf 49%. Der Ci-Wert, welcher aus vier unabhängigen Experimenten berechnet 
wurde, indiziert mit einem Wert von 0,99 (±0,06 SD) einen additiven Effekt (Abbildung 
III-13B). 
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Abbildung III-13: Nachweis der Apoptoseinduktion von scFv35-ETA' in Kombination mit CQ. 
Die Induktion von Apoptose konnte durchflusszytometrisch in einem Apoptose Assay (II.2.4.5) 
gezeigt werden. Die Zellen U937 und RD wurden 48 h je mit 25 nM scFv35-ETA', mit 10 µM CQ 
oder in Kombination mit beiden Substanzen inkubiert. Die quantitative Analyse von vier 
unabhängigen Experimenten wurde in B dargestellt. Die Fehlerbalken stellen die Abweichung vom 
Mittelwert dar. Die statistische Analyse wurde mittels zweifacher ANOVA durchgeführt. *p≤0,05, 
***p≤0,001 im Vergleich zur jeweiligen PBS Kontrolle. 
 
III.1.2.2 Verwendung von L-Leucyl-L-Leucin Methylester  
Eine weitere endosomolytische Substanz ist das Dipeptid LL-oME (I.3.3). Der Einsatz 
dieser Substanz ist in erster Linie abhängig von der Aktivität des Enzyms DPP-I. Aus 
diesem Grund wurde vor dem Einsatz von LL-oME, zur Effizienzsteigerung des IT 
scFv35-ETA', ein DPP-I-Aktivitätsassay (II.2.3.8) durchgeführt.  
Die akute myeloische Leukämie-Zelllinie THP-1 (Tabelle II-6) wurde als Positivzelllinie 
verwendet, da für diese Zelllinie eine DPP-I Aktivität bereits nachgewiesen wurde [105]. 
Für alle getesteten Zelllinien (RD, FL-OH1, TE-671 und U937) konnte gezeigt werden, 
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dass diese eine DPP-I Aktivität besitzen (Abbildung III-14). Die Aktivität aller Zellen war 
vergleichbar mit der Aktivität von THP-1. In der Negativkontrolle (nur Substrat ohne 
Zellen) war keine DPP-I Aktivität feststellbar. 
 
 
Abbildung III-14: Messung der DPP-I Aktivität in RMS-Zellen. 
Es wurde ein DPP-I – Aktivitätsassay (II.2.3.8) für die RMS-Zelllinien FL-OH1, RD, TE-671 und die 
Kontrollzelllinie U937 durchgeführt. Als Positivkontrollzelllinie wurde THP-1 mitgeführt. Als 
Negativkontrolle wurde Substrat, ohne Zellen, eingesetzt. Das Experiment wurde zweimal unabhängig 
voneinander in Einzelmessungen durchgeführt. Dargestellt sind die Mittelwerte sowie deren 
Standardabweichungen. 
 
Da die Zelllinien RD und U937, als Kontrollzelllinie, beide positiv für DPP-I waren 
wurden diese eingesetzt um zu testen welchen Einfluss LL-oME auf die Effizienz des IT 
scFv35-ETA' hat.  
Zur Darstellung der Effizienzsteigerung wurde eine nicht-toxische Konzentration von 
400 nM LL-oME für die Zelllinien RD und U937 vorher in einem Zellviabilitätsassay 
(II.2.4.4) austitriert (Daten nicht gezeigt). Zur Darstellung des Effektes einer Kombination 
von IT und LL-oME wurden beide Substanzen jeweils einzeln und kombiniert in einem 
Zellviabilitätsassay (II.2.4.4) eingesetzt. Die Zellen wurden 72 h mit einer aufsteigenden 
Konzentrationsreihe des IT und mit einer konstanten Konzentration von 400 nM LL-oME 
inkubiert. Es wurde gezeigt, dass die Kombination die Proliferation der RD Zellen stärker 
inhibiert als das IT alleine (Abbildung III-15)Abbildung I-1. Der IC50-Wert der 
Kombination war mit einem Wert von 3,1 nM um das 8,3fache niedriger als der IC50-Wert 
von 25,6 nM des IT alleine. Auf die Kontrollzelllinie U937 hingegen hatte weder die 
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Kombination der beiden Substanzen noch das IT alleine einen Einfluss auf die 
Zellviabilität. 
 
Abbildung III-15: Zellviabilitätsassay (II.2.4.4) mit scFv35-ETA' in Kombination mit LL-oME. 
Die RMS-Zelllinie RD und die Kontrollzelllinie U937 wurden mit einer Verdünnungsreihe des IT 
scFv35-ETA' und in Kombination mit einer gleichbleibenden Konzentration von 400 nM LL-oME 
72 h inkubiert. Die Zellviabilität wurde als prozentualer Anteil des Farbumschlags gegenüber 
unbehandelten Zellen berechnet. Die Versuche wurden dreimal in Duplikaten/Triplikaten durch-
geführt. Dargestellt sind die Mittelwerte sowie deren Standardabweichungen. 
 
In einem Apoptose Assay (II.2.4.5) sollte dargestellt werden, inwiefern eine Kombination 
von scFv35-ETA' und LL-oME die Zahl der apoptotischen Zellen bei den Zelllinien RD 
und U937 beeinflusst. Die Zellen wurden 48 h entweder alleine mit 25 nM IT oder 400 nM 
LL-oME, oder einer Kombination von Beidem inkubiert. Die Kontrollzelllinie zeigte bei 
der Negativkontrolle, einer Inkubation nur mit PBS, 4,1% apoptotische Zellen (Abbildung 
III-16A). Eine ähnliche Anzahl an apoptotischen Zellen konnte nach einer Inkubation mit 
dem IT alleine gemessen werden. LL-oME alleine zeigte mit 18,9% apoptotischen U937 
Zellen einen signifikanten Anstieg im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Die 
Kombination aus beiden Substanzen zeigte mit 23,1% etwa vier Prozent mehr apoptotische 
Zellen als die Behandlung mit LL-oME alleine (Abbildung III-16A), dieser Unterschied 
war in der Auswertung von drei unabhängigen Experimenten aber nicht signifikant 
(Abbildung III-16B). Die RMS-Zelllinie RD wies unbehandelt 8,4% apoptotische Zellen 
auf (Abbildung III-16A). Bei Inkubation mit IT oder LL-oME alleine stieg dieser Wert auf 
19,4% bzw. 11,1% an. Bei der Kombination von IT und LL-oME waren es 28,4%. Der 
zugehörige Ci-Wert war mit 1,16 (±0,09 SD) als antagonistisch einzustufen. 
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Abbildung III-16: Nachweis der Apoptoseinduktion von scFv35-ETA' in Kombination mit 
LL-oME. 
Die Induktion der Apoptose wurde durchflusszytometrisch in einem Apoptose Assay (II.2.4.5) ge-
zeigt. Die Zellen U937 und RD wurden 48 h je mit 25 nM scFv35-ETA', mit 400 nM LL-oME oder in 
Kombination mit beiden Substanzen inkubiert. Die quantitative Analyse von drei unabhängigen Expe-
rimenten wurde in B dargestellt. Die Fehlerbalken stellen die Abweichung vom Mittelwert dar. Die 
statistische Analyse wurde mittels zweifacher ANOVA durchgeführt. *p≤0,05, **p≤0,01, ***p≤0,001 
im Vergleich zur jeweiligen PBS- Kontrolle. 
 
Durch den Einsatz von CQ und LL-oME in Kombination mit dem IT konnte eine 
gesteigerte Effizienz des IT scFv35-ETA' dargestellt werden. 
 
Tabelle III-2: Zusammenfassung der Wirkung von CQ und LL-oME auf die Effizienz des IT 
scFv35-ETA'. 
 IT IT + CQ IT + LL-oME 
IC50 [nM] 25,6 4 3,1 
Ci  --- 0,99 (±0,06 SD) 1,16 (±0,09 SD) 
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III.1.3 Steigerung der Effizienz durch bivalente Konstrukte 
Als weiteren möglichen Ansatz einer Effizienzsteigerung des IT scFv35-ETA' sollten 
bivalente Konstrukte mit mehreren Bindedomänen, hier scFv35, zum Einsatz kommen. Die 
Annahme war, dass die Verwendung zweier Binder eine Steigerung der Avidität zur Folge 
hat. Dies wiederum sollte zu einer verbesserten Internalisierung des ITs führen. 
Das anfangs klonierte Konstrukt scFv35-scFv35-ETA' (ETA' benötigt zur Aktivität einen 
freien C-Terminus) war instabil und konnte nicht bakteriell gereinigt werden. Daher 
wurden zur Überprüfung einer verbesserten Internalisierungsrate verschiedene SNAP-
basierte Konstrukte kloniert. Der „SNAP-tag“ stellt einerseits die Möglichkeit zur Darstel-
lung komplexer Zellabläufe unter dem Mikroskop dar. Zusätzlich ist z.B. auch das 
Tumorwachstum am lebenden Tier beobachtbar, ohne dieses töten zu müssen. Der „SNAP-
tag“ ist ein Derivat des humanen DNA-Reparaturenzyms und kann durch kovalente 
Kopplung mit O6-Benzylguanin (BG)-modifizierten Substraten für verschiedene Anwen-
dungen verwendet werden. So können verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe an den „SNAP-
Tag“ gekoppelt (II.2.3.5) und die Internalisierungsrate bestimmt werden [108]. Es wurden 
zwei monovalente (scFv35-SNAP und SNAP-scFv35) sowie zwei bivalente Konstrukte 
(scFv35-scFv35-SNAP und scFv35-SNAP-scFv35) in den pMS-Vektor (Tabelle II-3) klo-
niert (Abbildung III-17A).  
Mit den unterschiedlichen Konstrukten wurden HEK293T Zellen (Tabelle II-6) transient 
transfiziert (II.2.1.12). Die Proteine wurden über das His-Motiv mittels IMAC (II.2.2.2) 
aus dem Zellkulturüberstand gereinigt. Die erwarteten Proteingrößen waren für die mono-
valenten Proteine ~50 kDa und ~75 kDa für die bivalenten Konstrukte. Das Konstrukt 
scFv35-scFv35-SNAP war, wie das äquivalente ETA'-Konstrukt, instabil (Daten nicht 
gezeigt). Alle anderen Konstrukte wurden über SDS-PAGE und Coomassie Brilliant Blau 
Färbung (II.2.3.1) oder Western Blot (II.2.3.2), Detektion mit Hilfe muriner SNAP-
spezifischer mAb und AP-gekoppelter anti-Maus mAb (Tabelle II-2), analysiert 
(Abbildung III-17B; Spalte 1 und 2). Zusätzlich wurden an die Konstrukte über das SNAP-
Motiv das Fluorophor BG Alexa Fluor 647 gekoppelt (II.2.3.5). Die erfolgreiche Kopplung 
wurde mit Hilfe des in vivo „Imagers“ (II.1.2; Abbildung III-17B, Spalte 3) nachgewiesen. 
Die Proteinkonzentrationen wurden densitometrisch (II.2.3.4) und mittels Bradford-Assay 
(II.2.3.3) bestimmt. Es konnten 2,25 mg Protein pro Liter Zellkulturüberstand des 
scFv35-SNAP Konstrukts gereinigt werden. Bei dem SNAP-scFv35 Konstrukt waren es 
Ergebnisse 
61 
 
1,04 mg Protein pro Liter Zellkulturüberstand und bei dem bivalenten scFv35-SNAP-
scFv35 Konstrukt waren es 0,48 mg Protein pro Liter Zellkulturüberstand.  
Die hier dargestellten Experimente und daraus resultierenden Abbildungen wurden im 
Rahmen der von mir betreuten Masterarbeit von Nazgül Kydyralieva durchgeführt. 
 
 
Abbildung III-17: Klonierung und Reinigung von mono- und bivalenten SNAP-Konstrukten. 
In A ist die Klonierungsstrategie der SNAP-Konstrukte schematisch dargestellt. Die Reinigung 
erfolgte über IMAC (II.2.2.2). Zur Darstellung der Reinheit wurden etwa 500 ng Protein auf ein SDS-
PAGE (II.2.3.1) mit anschließender Coomassie Brilliant Blau Färbung aufgetragen (Spalte 1). Die 
Proteine konnten spezifisch per Western Blot (II.2.3.2) nachgewiesen werden. Hierfür wurden die 
mAbs αSNAP und GaMAP als Nachweisantikörper eingesetzt (Tabelle II-2). Die erfolgreiche 
Kopplung des BG Alexa Fluor 647 Farbstoffes (II.2.3.5) an das SNAP-Motiv wurde mit dem in vivo 
„Imager“ (II.1.2; Spalte 3) dargestellt. (Die Grafiken aus Abbildung B wurde aus der Masterarbeit von 
Nazgül Kydyralieva entnommen und geändert.) 
 
Die gereinigten Konstrukte wurden auf ihre spezifische Bindeaktivität auf der RMS Zell-
linie TE-671 und der fAChR- Zelllinie U937 getestet. Die SNAP-Konstrukte wurden vorab 
mit dem Fluorophor BG Alexa Fluor 647 gekoppelt (II.2.3.5) und die Bindung in der 
Durchflusszytometrie (II.2.4.1) im Kanal FL-4 des FACSCalibur Durchflusszytometers 
(II.1.2) direkt nachgewiesen. Die fAChR-Expression wurde mit Hilfe des αAChRγ-mAb 
und GaMPE (II.1.7) im Kanal FL-2 dargestellt. Alle drei SNAP-Konstrukte zeigten 
spezifische Bindeaktivität auf der fAChR+ Zelllinie und keine unspezifische Bindung an 
die fAChR- Zelllinie (Abbildung III-18). Jedoch zeigte die Bindung des bivalenten 
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Konstrukts im Vergleich zu den monovalenten Konstrukten ein stärkeres Fluoreszenz-
signal. 
 
 
Abbildung III-18: Bindung der SNAP-Konstrukte an fAChR exprimierende Zelllinien. 
Die spezifische Bindung wurde durchflusszytometrisch (II.2.4.1) dargestellt. Es wurden 4x105 Zellen 
60 min mit 100 nM Protein auf Eis inkubiert. Zur Detektion der fAChR-Expression erfolgten weitere 
Inkubationsschritte mit αAChRγ-mAb und GaMPE (Tabelle II-2, II.1.7). PE wurde im Kanal FL-2 
gemessen. Die Bindung der SNAP-Konstrukte wurde über das gekoppelte Fluorophor BG Alexa Fluor 
647 direkt (II.2.3.5) im Kanal FL-4 gemessen. Die Messung erfolgte mit dem FACSCalibur 
Durchflusszytometer (II.1.2) und die Auswertung mit der WinMDI (v2.8) Software. (Diese Abbildung 
wurde aus der Masterarbeit von Nazgül Kydyralieva entnommen und geändert.) 
 
Die Internalisierungsgeschwindigkeit der mono- und bivalenten SNAP-Konstrukte wurde 
qualitativ durchflusszytometrisch (II.2.4.7) bestimmt. Zusätzlich wurde mit Hilfe des 
Konfokal-Lasermikroskops (II.1.2) die Internalisierung optisch dargestellt. In beiden 
Fällen wurden 100 nM Protein zu 4x 105 TE-671 Zellen gegeben und bei 37°C inkubiert.  
Die Messung am Durchflusszytometer FACSVerse (II.1.2) erfolgte nach definierten Zeit-
punkten (bis zu 4 h). Nach 60 min Inkubation sind bei den monovalenten Konstrukten 
noch etwa 50% des Ursprungssignals nachweisbar. Nach 120 min und 240 min waren noch 
etwa 30% des ursprünglichen Signals messbar. Für das bivalente Konstrukt war nach 
60 min noch 20% des Ursprungssignals messbar. Nach 120 min und 240 min waren für das 
bivalente Konstrukt noch 10% bzw. 5% des ursprünglichen Signals nachweisbar. 
(Abbildung III-19A). 
Mittels Konfokal-Lasermikroskopie konnte man nach 30 min für alle Konstrukte erste 
Vesikel im Zytoplasma erkennen. Die Anzahl der Vesikel nahm während der Inkubations-
zeit bis 180 min immer weiter zu. Das bivalente Konstrukt zeigte im Vergleich zu den 
monovalenten Konstrukten eine stärkere Fluoreszenzintensität (Abbildung III-19B). 
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Abbildung III-19: Internalisierungsgeschwindigkeit der SNAP-Konstrukte. 
Die Internalisierungsgeschwindigkeit der SNAP-Konstrukte wurde qualitativ durchflusszytometrisch 
gemessen und ist in A (II.2.4.7) dargestellt. Hierfür wurden 4x105 TE-671 Zellen mit 100 nM Protein 
30 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden danach bis zu 240 min bei 37°C inkubiert und die 
verbliebenen Konstrukte auf der Zelloberfläche mittels αSNAP-mAb und GaMPE (Tabelle II-2) 
nachgewiesen und im FACSVerse (II.1.2) analysiert. Die mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) der 
4°C-Kontrolle wurde auf 100% gesetzt, die MFI der Hintergrundkontrolle (GaMPE) wurde als 0% 
angenommen. Zur qualitativen Darstellung in B wurden 4x105 TE-671 Zellen mit 100 nM BG Alexa 
647-gekoppelten SNAP-Konstrukten (rot dargestellt) bei 37°C bis zu 180 min. inkubiert. Nach 
30 min, 60 min, 120 min und 180 min (von links nach rechts) wurden die Zellen im Opera System 
analysiert (II.1.2). Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 (blau dargestellt) gefärbt. (Die Grafiken 
der Abbildung B wurden aus der Masterarbeit von Nazgül Kydyralieva entnommen und geändert.) 
 
Es konnte sowohl für die mono- als auch für die bivalenten scFv35-SNAP-Konstrukte 
gezeigt werden, dass alle spezifisch an fAChR+ Zellen binden und in der Lage sind nach 
30 min zu internalisieren. Das bivalente Konstrukt zeigte eine schnellere Internalisierungs-
geschwindigkeit als die monovalenten Konstrukte. 
Ergebnisse 
64 
 
III.2 Austausch des bakteriellen ETA'-Toxins durch ein humanes 
zytolytisches Fusionsprotein 
Der Austausch der bakteriellen toxischen Domäne ETA' durch eine humane zytolytische 
Effektordomäne führt bei scFv35-ETA' zu einem vollhumanen CFP, da der scFv35 
humanen Ursprungs ist [46]. Dieser Austausch hat eine verringerte Immunogenität des ver-
wendeten Konstrukts zur Folge, sodass eine geringere Dosis eingesetzt werden kann, da 
das CFP nicht mehr vom Immunsystem angegriffen und neutralisiert wird. 
 
III.2.1 Die humane Serinprotease Granzym B 
Granzym B ist eine Serinprotease und wird von NK-Zellen und zytotoxischen T-Zellen zur 
Abwehr von Virusinfektionen produziert. Es wird von diesen Zelltypen gemeinsam mit 
Perforinen ausgeschüttet und initiiert in der befallenen Zelle Apoptose [109]. Tumorzellen 
exprimieren häufig den natürlichen Inhibitor von Gb, Serpin B9. In dieser Arbeit wurde die 
Mutante R201K der Serinprotease Granzym B verwendet. Bei dieser wurde gezielt eine 
Aminosäure an der Stelle 201 ausgetauscht, sodass diese durch ihren natürlichen Inhibitor, 
Serpin B9, nicht mehr gebunden werden kann [54].  
Über die Schnittstellen Sfi I und Not I wurde der scFv35 C-terminal die für Granzym B 
codierende Sequenz in den pMS-Vektor (Tabelle II-3) kloniert. Anschließend wurden 
HEK293T-Zellen (Tabelle II-6) transient mit dem Konstrukt pMS-EGb-scFv35 R201K 
transfiziert (II.2.1.12). Der Zellkulturüberstand wurde gesammelt und das Protein 
EGb-scFv35 R201K mittels IMAC (II.2.2.2) und Größenausschlusschromatographie 
(II.2.2.3) gereinigt. Das Protein wurde über SDS-PAGE mit anschließender Coomassie 
Brillant Blau Färbung (II.2.3.1) und mittels Western Blot (II.2.3.2) spezifisch nachge-
wiesen (Abbildung III-20). Die anschließende Konzentrationsbestimmung mittels 
Bradford-Assay (II.2.3.3) und densitometrischem Verfahren (II.2.3.4) ergab eine 
Proteinkonzentration von 100 ng/µl. Es wurden 400 ng pro Liter Zellkulturüberstand gerei-
nigt.  
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Abbildung III-20: Expression und Reinigung von EGb-scFv35 R201K. 
EGb-scFv35 R201K wurde über IMAC (II.2.2.2) und Größenausschlusschromatographie (II.2.2.3) 
gereinigt. Die Reinheit von etwa 500 ng Protein wurde mittels SDS-PAGE (II.2.3.1) mit 
anschließender Coomassie Brilliant Blau Färbung dargestellt (Spalte 1). Das Protein konnte spezifisch 
per Western Blot (II.2.3.2) nachgewiesen werden (Spalte 2). Hierfür wurde der αGb-mAb und der 
Detektionsantikörper GaMAP (Tabelle II-2) verwendet. 
 
Da die Protease Granzym B einen freien N-Terminus für die Proteaseaktivität benötigt 
musste diese nach der Reinigung noch mittels Enterokinase-Verdau (II.2.3.6) aktiviert wer-
den. Nach dem Enterokinase-Verdau wurde das Protein auf seine Aktivität in einem Gb-
spezifischen Substratassay (II.2.3.7) getestet. Es konnte gezeigt werden, dass das verdaute 
Protein Gb-scFv35 R201K eine Proteaseaktivität besitzt. Das unverdaute Protein EGb-
scFv35 R201K hingegen zeigte keine Proteaseaktivität (Abbildung III-21). 
 
 
Abbildung III-21: Proteaseaktivität von Gb-scFv35 R201K. 
Zur Darstellung der proteolytischen Aktivität wurden 500 ng Gb-scFv35 R201K in einem Substrat-
assay (II.2.3.7) eingesetzt. Das Protein wurde mit 200 µM Substrat versetzt und 60 min bei 37°C 
inkubiert. Alle 2 min wurde der Farbumschlag bei 405 nm in einem „Elisa Reader“ (II.1.2) gemessen. 
Als Kontrollen wurden das unverdaute Ausgangsprotein EGb-scFv35 R201K, eine Negativkontrolle 
ohne Proteinzusatz und als Positivkontrolle ein Standard eingesetzt. Die Auswertung erfolgte mit der 
Software Microsoft Office Excel 2010. 
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Die spezifische Bindung des hCFPs Gb-scFv35 R201K wurde durchflusszytometrisch 
(II.2.4.1) auf den fAChR+ RMS-Zelllinien TE-671 und RD sowie auf der fAChR- Zelllinie 
U937 dargestellt. Es konnte gezeigt werden, dass das Konstrukt Gb-scFv35 R201K an die 
beiden verwendeten RMS-Zelllinien bindet, aber keine Bindung an die Kontrollzelllinie 
U937 vorhanden war (Abbildung III-22). 
 
 
Abbildung III-22: Bindung von Gb-scFv35 R201K an RMS-Zellen. 
Die spezifische Bindung wurde durchflusszytometrisch (II.2.4.1) gemessen und dargestellt. Es wurden 
3x105 Zellen 60 min mit 1 µg hCFP auf Eis inkubiert. Zur Detektion erfolgten weitere Inkubations-
schritte mit αhis-mAb und GaMPE (Tabelle II-2). Die Messung erfolgte mit dem FACSCalibur 
Durchflusszytometer (II.1.2) und die Auswertung mit der WinMDI (v2.8) Software. 
 
Zur Darstellung der zytotoxischen bzw. proliferationshemmenden Eigenschaft des hCFP 
Gb-scFv35 R201K wurde ein Zellviabilitätsassay (II.2.4.4) durchgeführt. Die Zelllinien 
RD, TE-671 und U937 wurden hierfür mit einer Verdünnungsreihe des hCFPs versetzt und 
nach 72 h gemessen. Für keine der verwendeten Zelllinien konnte eine Inhibition der 
Zellproliferation dargestellt werden (Abbildung III-23). In einem zusätzlichen Experiment 
wurde das hCFP in Kombination mit CQ inkubiert. Dadurch konnte in beiden RMS-
Zelllinien eine spezifische Inhibition der Zellproliferation dargestellt werden (Abbildung 
III-23). Bei der Kontrollzelllinie U937 war keine Inhibition der Proliferation messbar. Der 
Einsatz des unspezifischen hCFP Gb-H22 R201K zeigte auf keiner der verwendeten 
Zelllinien einen Einfluss auf die Viabilität. 
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Abbildung III-23: Zellviabilitätsassay (II.2.4.4) mit Gb-scFv35 R201K auf RMS-Zellen. 
Die Zelllinien RD, TE-671 und U937 wurden für 72 h mit einer Verdünnungsreihe an Gb-scFv35 
R201K oder dem unspezifischen Kontrollkonstrukt Gb-H22 R201K inkubiert. Zusätzlich wurden die 
Zellen mit 10 µM CQ und hCFP inkubiert. Die Zellviabilität wurde als prozentualer Anteil des 
Farbumschlags gegenüber unbehandelten Zellen berechnet. Die Versuche wurden dreimal in 
Duplikaten/Triplikaten durchgeführt. Die Fehlerindikatoren stellen den Standardfehler der Mittelwerte 
dar. Die Auswertung erfolgte mit der GraphPad Prism (v5) Software. 
 
Mittels des sensitiveren Apoptose Assays (II.2.4.5) sollte getestet werden, ob die schwache 
Proliferationsinhibition, welche nur durch den Einsatz von CQ dargestellt werden konnte, 
durch eine Induktion von Apoptose zustande kommt. Hierfür wurden RD-Zellen 48 h mit 
500 nM Gb-scFv35 R201K oder als Kontrolle 30 nM scFv35-ETA' inkubiert. Es konnte 
gezeigt werden, dass durch die Verwendung des hCFP bzw. des IT die Zahl apoptotischer 
Zellen um 16,7% bzw. 15,5% gegenüber nur mit Puffer (PBS) behandelten Zellen ansteigt 
(Abbildung III-24). Als positive Apoptosekontrolle wurden die Zellen mit Camptothecin 
inkubiert.  
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Abbildung III-24: Apoptoseinduktion durch Gb-scFv35 R201K in RD-Zellen.  
Die Induktion der Apoptose konnte durchflusszytometrisch in einem Apoptose Assay (II.2.4.5) 
gezeigt werden. Die Zellen wurden 48 h mit 30 nM scFv35-ETA' oder 500 nM Gb-scFv35 R201K 
inkubiert. In den Kontrollen wurden die Zellen mit Puffer (PBS) oder als Apoptosenachweis mit 
Camptothecin behandelt.  
 
Das hCFP EGb-scFv35 R201K konnte kloniert, exprimiert und gereinigt werden. 
Weiterhin war eine Aktivierung mittels Enterokinase Verdau möglich. Das aktive Protein 
band spezifisch an RMS Zellen und induzierte Apoptose. Der Nachweis einer 
Proliferationsinhibition war nur mit gleichzeitiger Inkubation von CQ möglich. 
 
III.2.2 Das Mikrotubuli-bindende Protein MAP 
Das Mikrotubuli-bindende Protein MAP ist eines der Proteine welche an der Regulation 
des Mikrotubuli Auf- und Abbaus beteiligt sind. Es bindet an Mikrotubuli und inhibiert 
dadurch deren Abbau, was zu einer Dysregulation v.a. der intrazellulären Transportvor-
gänge und des Auf-/Abbau des Spindelapparats während der Mitose führt. Die Bindung 
des Proteins MAP wird über Phosphorylierung reguliert. Aus diesem Grund wurde hier 
eine Variante von MAP verwendet, bei welcher die Phosphorylierungsstellen deletiert wur-
den [98]. MAP wurde anstelle des Toxins ETA' in den pMT-Vektor (Tabelle II-3) kloniert. 
Anschließend wurde das Konstrukt in E. coli Rosetta 2 (DE3) pLysS (Tabelle II-5) 
Bakterien transformiert (II.2.1.10). Das Protein scFv35-MAP wurde mittels periplasma-
tischer Stressexpression (II.2.2.1) hergestellt und über IMAC (II.2.2.2) gereinigt (Daten 
nicht gezeigt). 
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Das gereinigte Protein scFv35-MAP wurde auf Bindung an die RMS Zelllinie RD hin 
getestet. Für die durchflusszytometrische Analyse (II.2.4.1) wurden 4x105 Zellen mit 1 µg 
hCFP 60 min auf Eis inkubiert. Die Detektion erfolgte mit einem Alexa488-gekoppelten 
His-Motiv spezifischen mAb. Das Protein bindet spezifisch an fAChR+ RD Zellen und 
zeigt keine Bindung an fAChR- U937 Zellen. Die Expression des fAChR wurde mittels des 
bereits charakterisierten IT scFv35-ETA' überprüft (Abbildung III-25).  
 
 
Abbildung III-25: Bindung von scFv35-MAP an RMS-Zellen. 
Die spezifische Bindung wurde durchflusszytometrisch (II.2.4.1) gemessen und dargestellt. Es wurden 
4x105 Zellen 60 min mit 1 µg hCFP auf Eis inkubiert. Zur Detektion erfolgten weitere Inkubations-
schritte mit einem αhis488 mAb (Tabelle II-2). Die Messung erfolgte mit dem FACSCalibur 
Durchflusszytometer (II.1.2) und die Auswertung über die WinMDI (v2.8) Software. 
 
Zur Überprüfung der Aktivität des hCFP scFv35-MAP wurde dieses in einem 
Zellviabilitätsassay eingesetzt (II.2.4.4). Hierfür wurden die RMS-Zelllinien FL-OH1 und 
RD, sowie die Kontrollzelllinie U937 mit einer Verdünnungsreihe des Proteins 72 h inku-
biert. Dabei wurde gezeigt, dass das hCFP die Proliferation der Zelllinie FL-OH1 mit einer 
IC50 von 900 nM und die Zelllinie RD mit einer IC50 von 950 nM inhibiert. Die fAChR- 
Zelllinie U937 hingegen wurde von scFv35-MAP nicht in ihrem Wachstum und ihrer 
Viabilität beeinflusst (Abbildung III-26). 
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Abbildung III-26: Zellviabilitätsassay (II.2.4.4) mit scFv35-MAP auf RMS-Zellen. 
Die Zelllinien RD, FL-OH1 und U937 wurden 72 h mit einer Verdünnungsreihe an scFv35-MAP 
inkubiert. Die Zellviabilität wurde als prozentualer Anteil des Farbumschlags gegenüber unbehandel-
ten Zellen berechnet. Die Versuche wurden dreimal in Duplikaten/Triplikaten durchgeführt. 
Dargestellt sind die Mittelwerte sowie deren Standardabweichungen. Die Darstellung erfolgte mit der 
GraphPad Prism (v5) Software. 
 
Zusätzlich zur Darstellung der Proliferationsinhibition sollte gezeigt werden, dass die 
Minderung der Zellviabilität durch eine Induktion von Apoptose zustande kommt. In 
einem Apoptose Assay (II.2.4.5) wurden die Zellen mit 350 nM scFv35-MAP 48 h inku-
biert. Das hCFP scFv35-MAP induzierte in beiden fAChR+ Zelllinien RD und FL-OH1 
Apoptose. Die Zahl der apoptotischen Zellen stieg in beiden Zelllinien um ~19% 
gegenüber der unbehandelten PBS-Kontrolle an. Bei der Kontrollzelllinie U937 wurde 
kein Anstieg der Menge an apoptotischen Zellen festgestellt (Abbildung III-27). 
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Abbildung III-27: Apoptoseinduktion durch scFv35-MAP auf RMS-Zellen.  
Die Induktion der Apoptose konnte qualitativ durchflusszytometrisch in einem einmalig durchgeführ-
ten Apoptose-Assay (II.2.4.5) gemessen werden. Die Zelllinien RD, FL-OH1 und U937 wurden 48 h 
mit 350 nM scFv35-MAP inkubiert. In den Kontrollen wurden die Zellen mit Puffer (PBS) behandelt. 
 
Das hCFP scFv35-MAP konnte kloniert und exprimiert werden. Es band spezifisch an 
fAChR+ Zellen und war in der Lage, diese konzentrationsabhängig an der Proliferation zu 
hindern. Dies wurde durch die Induktion von Apoptose ausgelöst.  
 
III.3 Weitere potentielle Zielantigene auf RMS-Zelllinien 
Die beiden Rezeptoren EGF-R und CSPG4 wurden neben dem fAChR im Rahmen dieser 
Arbeit als weitere Zielantigene für eine RMS-Therapie evaluiert. Hierfür wurden zwei, 
bereits etablierte, ETA'-basierte IT in ihrer Wirkung auf RMS-Zellen charakterisiert. 
Die beiden IT 425(scFv)-ETA', spezifisch für den EGF-R, und αMCSP-ETA', spezifisch 
für CSPG4, wurden bakteriell per Stressexpression (II.2.2.1) hergestellt und über IMAC 
(II.2.2.2) gereinigt (Daten nicht gezeigt).  
Die spezifische Bindung der IT an verschiedene RMS-Zelllinien wurde mittels 
Durchflusszytometrie (II.2.4.1) bestimmt. Je 1 µg der jeweiligen IT wurde mit den RMS-
Ergebnisse 
72 
 
Zelllinien (TE-671, RD und FL-OH1) und der Kontrollzelllinie U937 inkubiert. Die 
Detektion erfolgte mit den Antikörpern TC-1 und GaMPE (Tabelle II-2). Für alle RMS-
Zelllinien konnte eine Bindung beider IT gezeigt werden (Abbildung III-28). Zusätzlich 
wurde die Bindung des IT scFv35-ETA' für alle Zelllinien als Referenzwert mit dargestellt. 
Keines der IT zeigte eine Bindung an die Zelllinie U937 (Abbildung III-28). 
 
 
Abbildung III-28: Bindung der EGF-R-, fAChR- und CSPG4-spezifischen IT an RMS-
Zelllinien. 
Die spezifische Bindung der IT scFv35-ETA', 425(scFv)-ETA' und αMCSP-ETA' wurde durchfluss-
zytometrisch (II.2.4.1) analyisert. Es wurden 4x105 Zellen 60 min mit 1 µg des jeweiligen ITs auf Eis 
inkubiert. Zur Detektion erfolgten weitere Inkubationsschritte mit den Antikörpern TC-1 und GaMPE 
(Tabelle II-2). Die Messung erfolgte mit dem FACSVerse Durchflusszytometer (II.1.2) und die 
Auswertung mit der zugehörigen Software. 
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Weiterhin wurde für die verwendeten RMS-Zelllinien die Anzahl der jeweiligen Rezep-
toren auf der Oberfläche einer Zelle durchflusszytometrisch mit dem Qifi®-Kit bestimmt 
(II.2.4.2). Die fAChR-Expression lag bei allen drei gemessenen Zelllinien zwischen 3000 
und 5000 Rezeptoren pro Zelle. Die Expression des EGF-R war mit etwa 10.000 Rezep-
toren zwei- bis dreifach höher als die des fAChR. Die Expressionsrate von CSPG4 war bei 
den Zelllinien FL-OH1 und RD um das 20-30fache höher als die des fAChR. Bei der 
Zelllinie TE-671 war die Expression von CSPG4 zweimal so hoch wie die des fAChR 
(Tabelle III-1). 
 
Tabelle III-3: Rezeptorexpression der RMS-Zelllinien. 
  RD* TE-671*  FL-OH1* 
R
ez
ep
to
r-
ex
pr
es
si
on
 fAChR 3069 (± 1002 SD) 5985 (± 4158 SD) 3380 (± 1706 SD) 
EGF-R 10410 (± 2655 SD) 13741 (± 4377 SD) 9413 (± 2626 SD) 
CSPG4 61864 (± 15761 SD) 11730 (± 7386 SD) 86110 (± 24077 SD) 
 * = Die Messung der Rezeptorexpression wurde dreimal als Einzelmessung durchgeführt. 
 
Zusätzlich zur Bindung wurde die Internalisierungsgeschwindigkeit der verschiedenen IT 
auf den Zelllinien RD, TE-671 und FL-OH1 durchflusszytometrisch (II.2.4.7) bestimmt. 
Die Inkubation von TE-671 Zellen mit scFv35-ETA' zeigte nach 30 min noch 30% der 
ursprünglichen Fluoreszenzintensität. Auf den anderen beiden Zelllinien waren nach 
30 min noch 60-80% des Ausgangsfluoreszenzsignals nachweisbar. Nach 240 min bei 
37°C waren auf den Zelllinien RD und FL-OH1 noch 40% der anfänglichen Fluoreszenz-
intensität messbar, auf TE-671 waren es noch 10%. Die anderen beiden IT, 425(scFv)-
ETA' und αMCSP-ETA', zeigten auf allen drei Zelllinien eine gleichmäßige Internalisie-
rungsgeschwindigkeit. So war bei beiden IT nach 30 min noch 40% der Ausgangsfluores-
zenz auf der Zelloberfläche nachweisbar. Nach 240 min konnten auf allen mit IT 
425(scFv)-ETA' inkubierten Zelllinien noch 10% des ursprünglichen Signals nachge-
wiesen werden. Bei den mit IT αMCSP-ETA' inkubierten Zelllinien konnte nach 240 min 
noch 20% auf des ursprünglichen Signals nachgewiesen werden (Abbildung III-29). 
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Abbildung III-29: Internalisierungsgeschwindigkeiten der IT. 
Die Internalisierungsgeschwindigkeit der IT wurde qualitativ durchflusszytometrisch (II.2.4.7) dar-
gestellt. Die RMS-Zelllinie TE-671, FL-OH1 und RD (4x105) wurden 60 min auf Eis mit je 1 µg IT 
inkubiert. Die Zellen wurden anschließend bis zu 240 min bei 37°C inkubiert und die verbleibenden 
Konstrukte auf der Zelloberfläche mittels TC-1 und GaMPE (Tabelle II-2) im FACSVerse (II.1.2) 
gemessen. Die MFI der 4°C-Kontrolle wurde auf 100% gesetzt, die MFI der Hintergrundkontrolle 
(GaMPE) wurde als 0% angenommen. 
 
In einem Zellviabilitätsassay (II.2.4.4) sollte das toxische Potential der IT auf die RMS-
Zelllinien RD, FL-OH1 und TE-671 sowie die Kontrollzelllinie U937 getestet werden. Die 
Zellen wurden 72 h mit einer Verdünnungsreihe des jeweiligen ITs inkubiert (Abbildung 
III-30). Es konnte gezeigt werden, dass alle drei IT (scFv35-ETA', 425(scFv)-ETA' und 
αMCSP-ETA') die Viabilität der RMS-Zellen beeinträchtigen. Bei der Kontrollzelllinie 
U937 zeigte keines der verwendeten IT einen Effekt auf die Zellproliferation (Abbildung 
III-30). 
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Abbildung III-30: Zellviabilitätsassay der IT auf RMS-Zellen. 
In einem Zellviabilitätsassay (II.2.4.4) wurden die Zelllinien FL-OH1, RD, TE-671 und U937 wurden 
72 h mit einer Verdünnungsreihe des jeweiligen IT inkubiert. Die Zellviabilität wurde als prozentualer 
Anteil des Farbumschlags gegenüber unbehandelten Zellen berechnet. Die Experimente wurden 
dreimal in Duplikaten/Triplikaten durchgeführt. Dargestellt sind die Mittelwerte sowie deren 
Standardabweichungen. Die Darstellung und Auswertung erfolgte mit der GraphPad Prism (v5) 
Software. 
 
Für alle IT wurden die mittlere inhibitorische Konzentration (IC50) bestimmt (II.2.4.4). 
Diese liegen für die Zelllinie FL-OH1 im pikomolaren Bereich (Tabelle III-4). Für 
αMCSP-ETA' konnte kein Wert bestimmt werden, da dieses IT auf der getesteten 
Zelllinien nicht die 50%ige Proliferationsinhibition erreichte (Abbildung III-30). Die 
Werte der IT auf der Zelllinie RD liegen im nanomolaren Bereich von 26 nM für 
scFv35-ETA', über 2 nM für αMCSP-ETA' bis hin zu 0,63 nM für das IT 425(scFv)-ETA'. 
Für TE-671 wurden IC50-Werte von 13 nM für scFv35-ETA', über 0,68 nM für 425(scFv)-
ETA' und bis zu 0,02 nM für αMCSP-ETA' erreicht. 
 
Tabelle III-4: IC50-Werte der ETA'-basierten IT. 
IC50 [nM] FL-OH1 RD TE-671 
scFv35-ETA' 0,07 26 13 
425(scFv)-ETA' 0,05 0,63 0,68 
αMCSP-ETA' --- 2 0,02 
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In einem weiteren Experiment wurde überprüft, inwiefern die Inhibition der Proliferation 
der Zellen durch die Induktion von Apoptose ausgelöst wird. Die RMS-Zelllinie RD und 
die Kontrollzelllinie U937 wurden 48 h mit 30 nM des jeweiligen IT inkubiert. Die Zahl 
der apoptotischen Zellen wurde in einem Apoptose Assay (II.2.4.5) bestimmt. 
Bei der Zelllinie U937 konnte keine Induktion von Apoptose dargestellt werden. Die An-
zahl der apoptotischen Zellen blieb im Vergleich zur PBS-Kontrolle für alle drei getesteten 
IT gleich (Abbildung III-31). Die Zahl der apoptotischen Zellen bei der Zelllinie RD stieg 
nach Inkubation mit scFv35-ETA' um 21,8% an (Abbildung III-31). Nach Behandlung mit 
den beiden anderen IT 425(scFv)-ETA' bzw. αMCSP-ETA' stieg die Zahl der apopto-
tischen Zellen um 47% bzw. 43,9% an (Abbildung III-31).  
 
 
Abbildung III-31 Nachweis der Apoptoseinduktion der ETA'-basierten IT. 
Die Induktion der Apoptose wurde durchflusszytometrisch in einem Apoptose-Assay (II.2.4.5) 
bestimmt. Die Zellen U937 und RD wurden 48 h mit 30 nM des jeweiligen IT inkubiert. Die 
quantitative Analyse aus drei unabhängigen Experimenten wurde in B als Mittelwerte ±SD dargestellt. 
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Die statistische Analyse wurde mittels zweifacher ANOVA durchgeführt. *p≤0,05, ***p≤0,001 im 
Vergleich zur jeweiligen PBS (pH 7,4) Kontrolle. 
 
Zusätzlich zur Bindung an die Zelllinien wurde die Bindefähigkeit der beiden IT 
425(scFv)-ETA' und αMCSP-ETA' auf Primärschnitten getestet.  
Das Tumorgewebe von Biopsien von RMS-Patienten wurde freundlicherweise von Prof. 
Gattenlöhner (Universitätsklinikum Gießen-Marburg) bereitgestellt. Es wurde geschnitten 
und in Paraffin gebettet geliefert. Die Schnitte wurden wie beschrieben (II.2.1.15) ent-
paraffiniert und entweder mit dem IT 425(scFv)-ETA' oder αMCSP-ETA' inkubiert. 
Für die Bindung des IT αMCSP-ETA' wurden vier verschiedene Gewebeschnitte von drei 
RMS-Patienten untersucht. Von einem Patienten wurden zwei Schnitte verwendet. Mittels 
H&E-Färbung (Abbildung III-32A) konnte gezeigt werden, dass Tumorzellen im Gewebe 
vorhanden sind. Die Negativkontrolle (Abbildung III-32B) zeigt wie erwartet keine 
Magentafärbung durch den Farbstoff „New Fuchsin“. Der CSPG4-spezifische mAb 
αMCSP (Tabelle II-2) diente als Positivkontrolle und bindet an das Gewebe (Abbildung 
III-32C). Diese Bindung wurde noch einmal größer dargestellt (Abbildung III-32D) und 
durch Bearbeitung mit HistoCAD wurde der Magentafarbstoff, welcher der durch den 
Detektionsantikörper GaMAP (Tabelle II-2) umgesetzte Farbstoff ist, zusätzlich deutlicher 
dargestellt (Abbildung III-32E). Es konnte gezeigt werden, dass das IT αMCSP-ETA' 
spezifisch an das Primärgewebe von drei verschiedenen RMS-Patienten bindet (Abbildung 
III-32F-I).  
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Abbildung III-32: Bindung des IT αMCSP-ETA' an Tumorgewebeschnitte. 
Die Bindung des IT an Tumorschnitte wurde mittels IHC (II.2.1.15) bestimmt. Das Primärmaterial 
von drei RMS-Patienten wurde mit H&E gefärbt (A). Die Negativkontrolle wurde mit TC-1 und 
GaMAP (Tabelle II-2) inkubiert (B). Die Expression von CSPG4 wurde mit dem mAb αMCSP 
(Tabelle II-2) dargestellt (C). Vergrößerter Ausschnitt von C (D). Eine anschließende Bearbeitung mit 
HistoCAD (E) führte zur besseren Darstellung des Magentafarbstoffs. Die schwarzen Pfeile zeigen die 
Tumorcluster an. Die Bindung des ITs an alle vier verfügbaren Gewebeproben ist in (F-I) dargestellt. 
Die Größenstandards stellen eine Größe von 100 µm (A-C) bzw. 30 µm (D-I) dar. 
 
Eine Bindung des IT 425(scFv)-ETA' an das Tumorgewebe von zwei RMS-Patienten 
konnte ebenfalls dargestellt werden. Die Schnitte wurden zur Darstellung von 
Tumorgewebe mit H&E gefärbt (Abbildung III-33A&F). Die Negativkontrolle ergab keine 
Magentafärbung und somit keine unspezifische Bindung der Detektionsantikörper 
(Abbildung III-33B&G). Für eine Tumorentität wurde die Expression des EGF-R durch die 
Verwendung von Cetuximab (Tabelle II-2) dargestellt (Abbildung III-33E). Das IT bindet 
an beide Tumorschnitte (Abbildung III-33C&H) und durch die Reduzierung der roten 
Hintergrundfarbe konnte das spezifische Magentasignal stärker dargestellt werden 
(Abbildung III-33D&I). 
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Abbildung III-33: Bindung des IT 425(scFv)-ETA' an Tumorgewebeschnitte. 
Die Bindung des IT an Tumorschnitte wurde mittels IHC (II.2.1.15) bestimmt. Das Primärmaterial 
von zwei RMS-Patienten wurde mit H&E gefärbt (A&F). Die Negativkontrolle wurde mit TC-1 und 
GaMAP (Tabelle II-2) inkubiert (B&G). Die Expression des EGF-R wurde dem mAb Cetuximab 
(Tabelle II-2) dargestellt, hier exemplarisch für einen Patienten gezeigt (E). Die Bindung des IT an 
beide verfügbaren Gewebeproben ist in (C&H) dargestellt. Eine anschließende Bearbeitung mit 
HistoCAD (D&I) führte zur besseren Darstellung des Magentafarbstoffs. Die schwarzen Pfeile zeigen 
die Tumorcluster an. Die Größenstandards stellen eine Größe von 100 µm dar. 
 
Für beide IT, 425(scFv)-ETA' und αMCSP-ETA', konnte eine spezifische Bindung an 
RMS-Zellen dargestellt werden. Die IT internalisierten in die Rezeptor-positiven Zellen 
und inhibierten durch Induktion von Apoptose die Proliferation der RMS-Zellen. 
Zusätzlich konnte in der IHC gezeigt werden, dass beide IT auch an Primärschnitte von 
Tumorpatienten binden. 
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IV Diskussion 
Das RMS ist die häufigste Neoplasie innerhalb der Gruppe der WTS bei Kindern und Ju-
gendlichen und zählt somit zu den zehn häufigsten Tumorerkrankungen in dieser Alters-
gruppe. Die Therapie von Tumorerkrankungen basiert heutzutage, bis auf wenigen Aus-
nahmen, auf der operativen Entfernung des Tumors oder mittels unspezifischer 
Behandlung des Tumorgewebes durch Chemotherapeutika. Diese sind meist Zytostatika 
welche zusätzlich schädigend auf gesundes, stark proliferierendes Gewebe wirken. Andere 
Therapieoptionen wie Bestrahlung und Tumorresektion haben ebenfalls eine Schädigung 
gesunden Gewebes zur Folge [110]. Ein Großteil der Nebenwirkungen, wie Übelkeit, 
Haarausfall, Erbrechen oder Narbenbildung sind reversibel. Jedoch kann es, insbesondere 
bei geschwächten Patienten, zu schwerwiegenden irreversiblen Langzeitfolgen in Form 
von Herzfehlern und Herzrhythmusstörungen kommen [111].  
Ein weiteres Problem bei der Entwicklung von Tumortherapeutika stellt die Resistenzent-
wicklung verschiedener Tumoren gegenüber neuartiger und bereits bestehender Therapeu-
tika, wie Chemotherapeutika, dar. Diese entsteht häufig aufgrund einer genetischen Hete-
rogenität der Tumorzellen. Hierbei ist ein Teil der Tumorzellen resistent oder entwickelt 
eine Resistenz gegenüber dem Therapeutikum. Dies führt zu einer weiteren Progression 
des Tumors [112, 113]. Weiterhin ist die Existenz von Tumorstammzellen (TSZ) bei der 
Therapeutikaentwicklung problematisch. TSZ befinden sich häufig in einer Art 
„Schlafzustand“ („tumor dormancy“) wodurch sie durch klassische Chemotherapeutika 
nicht angegriffen werden. TSZ sind somit häufig ausschlaggebend für einen Rezidiv der 
Tumorerkrankung [114, 115]. Hierdurch kam der Erforschung tumorzellspezifischer 
Therapeutika in den letzten 20 Jahren eine noch größere Bedeutung zu. Diese sind in der 
Lage alle rezeptorexprimierenden Tumorzellen spezifisch, unter Schonung des umliegen-
den Gewebes, vollständig zu eliminieren. Hierfür werden häufig mAbs oder abgeleitete 
Derivate in Kombination mit toxischen oder cytolytischen Effektordomänen verwendet 
[40]. Diese Antikörper-basierten Therapeutika könnten, als Teil einer Kombinationsthera-
pie, gerade für hochmaligne RMS-Subtypen mit schlechter Prognose eine Therapieoption 
darstellen. Diese Immuntherapeutikat haben Vorteile gegenüber Chemotherapeutika oder 
anderen therapeutischen Ansätzen, z.B. RTKI. RTK werden durch die Bindung des RTKI 
an das aktives Zentrum inhibiert. Jedoch entwickeln Tumoren gegen RTKI häufig Resis-
tenzen, so umgehen Tumorzellen den zytolytischen Effekt beispielsweise durch Hochregu-
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lation des Rezeptors, einer Mutation der Kinasedomäne oder der Aktivierung anderer 
Signalwege [116].  
IT, mit einem scFv als Bindedomäne, haben aufgrund ihrer geringeren Größe gegenüber 
mAb (70 kDa vs. 150 kDa) einen Vorteil, da diese hierdurch eine erhöhte Tumorpenetra-
tion aufweisen. Dies kann gerade bei der Behandlung solider Tumoren von Vorteil sein 
[117, 118]. Allerdings können bei der klinischen Anwendung von IT ebenfalls Nebenwir-
kungen auftreten. Es kann zu Schädigungen der Leber oder dem Vascular-Leak-Syndrom 
kommen. Hierbei binden IT unspezifisch an Endothel-Zellen, was zu einer erhöhten 
Durchlässigkeit der Blutgefäße führt [119].  
 
Das fAChR-spezifische IT scFv35-ETA' wurde in einer vorhergehenden Arbeit entwickelt 
und in vitro und in vivo charakterisiert. In vivo hatte die tägliche Gabe (i.v.) des IT den 
Arrest der Proliferation der s.c. verabreichten RD-Zellen zur Folge. Diese begannen nach 
Beendigung der IT-Gabe stark zu proliferieren und erreichten zügig die Größe der unbe-
handelten Tumoren [46].  
Mehrere Faktoren mindern die Effizienz von IT. Einen stellt die Anzahl der exprimierten 
Oberflächenrezeptoren dar. Ein weiterer wichtiger Faktor ist Affinität des IT, da diese 
entscheidend für die Verweildauer des IT auf der Zelloberfläche ist. Diese bestimmt 
wiederum die Internalisierungsrate und -geschwindigkeit des IT-Rezeptor-Komplexes. 
Intrazellulär spielt die Freisetzung des IT ins Zytosol eine wichtige Rolle. Zur Steigerung 
der Effizienz des scFv35-ETA' wurden diese drei Faktoren im Rahmen dieser Arbeit bear-
beitet. Die fAChR-Expression wurde durch den Einsatz verschiedener Substanzen gestei-
gert. Zusätzlich wurde die Effizienz mittels verbesserter endo-/lysosomolytischer Frei-
setzung durch die Verwendung der Substanzen LL-oME und CQ dargestellt. Die Aktivität 
von zwei hCFP gegen fAChR+ RMS-Zellen konnte gezeigt werden. Die Etablierung und 
Darstellung einer erhöhten Internalisierungsgeschwindigkeit bivalenter SNAP-Konstrukte 
gegenüber monovalenter Konstrukte wird ebenfalls in diesem Abschnitt diskutiert. Zu den 
eben erwähnten Teilbereichen sollen die Ergebnisse, Hintergründe und Zukunfts-
perspektiven der beiden anderen RMS-Zielantigene, EGFR und CSPG4, in diesem Kapitel 
diskutiert werden. 
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IV.1 Steigerung der Effizienz des IT scFv35-ETA' 
IV.1.1 Steigerung der fAChR-Expression 
Die Wirkung der Substanzen Forskolin und Etoposid sollten auf die fAChR-
Expressionsrate sollte im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden. Gerade die klinische 
Verwendung von Chemotherapeutika zeigte bereits eine gesteigerte Expression des fAChR 
auf den Tumorzellen  und war daher ein lohnenswerter Forschungsansatz [49].  
 
Im Falle von Forskolin konnte in vorhergehenden Studien bereits eine Wirkung auf die 
AChR-Expression nachgewiesen werden. Die Wirkweise von Forskolin ist in diesem Zu-
sammenhang nicht endgültig geklärt, selbst die einzelnen Syntheseschritte des pentameren 
AChR sind noch nicht detailliert beschrieben. Die Anzahl der AChR-UE unterliegt einer 
regulierten Transkriptions- und Translationskontrolle. Auch der Transport und der Einbau 
des reifen AChR in die Zellmembran spielen eine entscheidende Rolle [15, 120]. Hierbei 
stellt die Synthese des AChR im ER einen wichtigen Faktor dar, nur 30% aller 
translatierten α-UE werden in reife AChR verbaut [60]. Die Zusammenlagerung der 
einzelnen UE zum reifen AChR dauert 90 min, wobei der Abbau der UE mittels Ubiquiti-
nylierung reguliert wird [60, 121]. Forskolin aktiviert die Adenylatzyklase und was 
wiederum zu einem Anstieg des intrazellulären cAMP-Spiegels führt [122]. Dieser führt zu 
einer Aktivierung der Protein Kinase A (PKA), welche ihrerseits die AChR-UE durch 
Phosphorylierung stabilisiert. Diese Phosphorylierung kann sowohl im ER als auch an der 
Zellmembran stattfinden [123-125]. Diese Studien wurden mit Torpedo-UE durchgeführt, 
diese weisen eine strukturelle Homologie auf. Haben aber im Vergleich zum Säugetier-
AChR lediglich eine 36-80% Sequenzhomologie. Jedoch wurde ein Großteil der wichtigen 
DNA-Sequenzabschnitte, zum Beispiel für Glykosylierungen, im Laufe der Evolution 
konserviert [126]. Andere Veröffentlichungen hingegen zeigen, dass die γ-UE der Säuge-
tiere keine PKA-Konsensussequenz besitzt und somit nicht zur Stabilisierung durch Phos-
phorylierung beitragen kann [127]. Derselbe Autor beschreibt wiederum an Torpedo 
AChR-UE, dass eine Phosphorylierung der γ-UE jedoch nicht entscheidend für eine er-
höhte fAChR-Expression nach Forskolin-Behandlung ist. Weiterhin nimmt er an, dass wei-
tere Proteine, welche an der Synthese des fAChR oder der Faltung der einzelnen UE betei-
ligt sind, durch einen erhöhten cAMP-Spiegel aktiviert werden und hierdurch zu einer ge-
steigerten Zahl an fAChR beitragen können [128]. Weiterhin ist die Stabilität des AChR 
von der Phosphorylierung der β-UE abhängig [129, 130]. Selbst wenn Forskolin keinen 
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direkt Einfluss mittels cAMP bzw. PKA auf die AChR-UE hat, so kann der Effekt einer 
gesteigerten fAChR-Expressionsrate über andere Proteine, welche an der komplexen 
fAChR-Synthese beteiligt sind, vermittelt werden. Die gemessene 1,5-3fach erhöhte 
Expression membranständigen fAChR (Abbildung III-4) war vergleichbar mit den Ergeb-
nissen einer Studie für den AChR auf Rattenmuskelzellen [123]. Eine Steigerung der 
fAChR-Expression auf mRNA Ebene durch Forskolin konnte vorher noch nicht dargestellt 
werden(Abbildung III-3). 
Der hier dargestellte zytostatische Effekt von Forskolin auf RMS-Zellen (Abbildung III-2) 
wurde in anderen Arbeiten ebenfalls gezeigt. Diese verwendeten mit 80 µM bzw. 100 µM 
Forskolin doppelt so viel wie in dieser Arbeit verwendet wurde. Weiterhin wurde die 
reversible morphologische Änderung der RD-Zellen nach dem Einsatz von Forskolin 
bereits dargestellt (Abbildung III-1) [131, 132].  
Die proliferationshemmende Wirkung durch das Zytostatikums Etoposid auf die RMS-
Zellen war aufgrund seiner klinischen, chemotherapeutischen Anwendung so zu erwarten 
(Abbildung III-2) [133]. Die hier dargestellte morphologische Änderung der RD-Zellen 
nach Etoposid-Behandlung der Zellen wurde vorher beschrieben (Abbildung III-1). Die 
Vergrößerung des Zytoplasmavolumens ist die Folge einer Ausdifferenzierung der RMS-
Zellen zu Rhabdomyoblasten [49, 133]. Es konnte eine Steigerung der fAChR-Expression 
auf mRNA-Ebene um das 2,5fache dargestellt werden (Abbildung III-3). Zusätzlich wurde 
in einer weiteren Publikation eine Erhöhung der fAChR-Expression auf der Zelloberfläche 
dargestellt. Diese quantifizierten ihre Ergebnisse jedoch nicht [49]. Der Nachweis einer ge-
steigerten Expressionsrate von membranständigem fAChR konnte mittels Durchflusszyto-
metrie aufgrund eines Arrests der Proliferation für Etoposid nicht durchgeführt werden.  
Es wurde vorher angenommen, dass eine erhöhte fAChR-Expression einen Effekt auf die 
Effizienz des IT hat. Hierdurch sind mehr Rezeptoren zur Bindung durch das IT vorhan-
den. Dies führt wiederum zu einer gesteigerten IT-Aufnahme in die Zelle und erhöht somit 
die Wahrscheinlichkeit der Freisetzung eines funktionalen IT ins Zytoplasma. Denn nur 
1-4% aller an den Rezeptor gebundenen IT-Moleküle gelangen ins Zytoplasma [134-136]. 
Jedoch ist 1-10 zytoplasmatische IT ausreichend um die Zelle abzutöten. Dies wurde für 
das DT gezeigt. DT hat dieselbe Wirkweise wie ETA' [137]. Das IT scFv35-ETA' zeigt je-
weils in Kombination mit Forskolin oder Etoposid eine verbesserte Effizienz im Vergleich 
zu der jeweiligen Einzelbehandlung (Abbildung III-5; Abbildung III-6). Ähnliche Ergeb-
nisse wurden für das IT BL22 mit B-Zell Lymphomzellen gezeigt. Hierbei führte eine ge-
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steigerte CD22-Expression, nach vorhergehender Bryostatin 1 Inkubation, zu einer erhöh-
ten Apoptoserate [138]. Andere Studien zeigen ebenfalls eine Verbesserung der IT-
Effizienz aufgrund einer erhöhten Rezeptorexpression [139-142]. 
Die Effizienz des IT ist zusätzlich von weiteren Faktoren abhängig. Es konnte 
beispielsweise für die Zelllinie RD mit einer höheren Konzentration als 25 nM IT keine 
weitere Steigerung der Apoptoserate nachgewiesen werden obwohl lediglich die Hälfte 
aller Zellen apoptotisch war (Abbildung III-7). Dies kann einerseits daran liegen, dass 
nicht alle RD-Zellen den fAChR exprimieren. Andererseits könnte ein Teil der Zellen re-
sistent gegen das IT sein. Dies kann zum Beispiel durch eine ineffiziente Freisetzung des 
IT ins Zytosol oder die Expression von anti-apoptotischen Proteinen, zum Beispiel Bcl-2, 
entstehen [143-145]. Die Expression des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 wurde bereits 
für RMS-Zellen gezeigt [146, 147]. Ein ähnlicher Effekt der partiellen Apoptoseinduktion 
konnte für die Zelllinie FL-OH1 nicht beobachtet werden. Hier waren fast alle mit 
Forskolin vorbehandelten Zellen apoptotisch. Dies kann bei der klinischen Anwendung des 
IT scFv35-ETA' von Vorteil sein, da hier Menge des verabreichten Therapeutikums auf-
grund immunologischer Abwehrreaktionen des Patienten limitiert ist [47, 148]. 
Der in vitro dargestellte Effekt, der beiden Substanzen Forskolin und Etoposid in 
Kombination mit dem IT, sollte in einem Tiermodell überprüft werden (II.2.6). Es wurde 
die Zelllinie RD wegen ihrer Verwendung in vorhergehenden Tierversuchen gewählt [46]. 
Die Zelllinie wurde stabil mit dem rot-fluoreszierenden Protein Katushka transfiziert da 
dieses eine Messung des Tumorwachstums im Tier anhand des Fluoreszenzsignals erlaubt 
[80]. Das Plasmid integriert jedoch unspezifisch in die genomische DNA weshalb die 
transfizierten Zellen vorab auf eine etwaige Veränderung ihres Verhaltens gegenüber dem 
IT untersucht wurden. In einem Zellviabilitätsassay konnte gezeigt werden, dass das IT die 
Proliferation der RD-tdKat2 weiterhin inhibiert (Abbildung III-8). Der IC50-Wert war mit 
0,7 nM 38x besser als der IC50-Wert von 25,7 nM der Urspungsszelllinie. Grund hierfür 
könnte eine Schwächung der transfizierten Zellen aufgrund erhöhten Zellstresses durch die 
konstitutive Expression des Katushka-Proteins sein. Dies würde zusätzlich weitere Beo-
bachtungen innerhalb der Arbeitsgruppe erklären welche ebenfalls ein verlangsamtes in 
vivo Wachstum Katushka-transfizierter Zellen, im Vergleich zu deren untransfizierten Aus-
gangszelllinien, zeigen. 
Die subkutane Verabreichung von Forskolin führte unmittelbar nach der Applikation zu 
starken Nebenwirkungen. Ein Tier verstarb nach einmaliger Gabe von 50 mg/kg Forskolin. 
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Die eingesetzte Konzentration sowie die Applikationsweise waren bereits publiziert und 
wurden daher als unbedenklich eingestuft [149]. Aufgrund der starken Nebenwirkungen 
wurde, trotz der vielversprechenden in vitro Ergebnisse, Forskolin nicht weiter in vivo ein-
gesetzt. Womöglich kann man die hier beobachteten Nebenwirkungen durch die 
Verwendung eines wasserlösliches Derivats von Forskolin, Colforsin Daropat, umgehen 
[150]. Etoposid-behandelte Tiere zeigten, außer einer Gewichtsreduktion während der 
Behandlungszyklen, keinerlei physische Einschränkungen oder Symptome. Die anderen 
Behandlungsgruppen, PBS und IT, zeigten keinerlei Symptome. Dies ist eventuell auf die 
zielgerichtete Toxizität des IT zurückzuführen, das im Gegensatz zu Etoposid hochspe-
zifisch auf Tumorzellen wirkt. 
Die alleinige Verwendung des IT führte während der Behandlungszyklen in allen Tieren zu 
einem Arrest des Tumorwachstums. In einem Tier kam es zu einer Komplettremission des 
Tumorsignals. Dieses zeigte auch nach Beendigung der Behandlung kein Tumorsignal 
wohingegen die Tumoren der anderen Tiere innerhalb dieser Behandlungsgruppe wieder 
stark zu proliferieren begannen. Ein ähnlicher Effekt wurde in einer vorhergehenden 
Arbeit, ohne Darstellung einer Remission, ebenfalls beschrieben [46]. In dieser Veröffent-
lichung wurde über einen Zeitraum von zehn Tagen zweimal täglich 10 µg IT i.p. verab-
reicht. Im Rahmen dieser Arbeit konnte hingegen gezeigt werden, dass schon die 
dreimalige i.v. Applikation von 10 µg IT einen ähnlichen Effekt erzielt. Die Tumoren der 
beiden anderen Behandlungsgruppen, Etoposid und Kombination, zeigten ein einander 
ähnliches Wachstum der Tumorgröße. Jedoch konnte innerhalb der Kombinationsgruppe 
für zwei Tiere eine Komplettremission des Tumorsignals dargestellt werden. Deshalb kann 
eine höhere Effektivität der Kombinationstherapie gegenüber den beiden Einzeltherapien 
angenommen werden. Die in vivo Daten bekräftigen somit die vorher erzielten in vitro Er-
gebnisse. Andere Arbeitsgruppen konnten ebenfalls verbesserte Behandlungserfolge einer 
Kombination aus Immun- und Chemotherapie darstellen. So lieferte beispielsweise die 
Kombination des IT LMB-2 mit dem Chemotherapeutikum Gemcitabin in vivo auf Haar-
zellleukämiezellen vielversprechende, synergistische Ergebnisse [151]. Eine Kombination 
zweier auf RicinA-basierenden IT gegen CD19 und CD22, auch Combotox genannt, mit 
Cytarabin war in vivo ebenfalls effektiver als die jeweiligen Einzelbehandlungen [152].  
Zusätzlich muss man für das hier verwendete Tumormodell allerdings das Fehlen einiger 
Vorkenntnisse berücksichtigen. Beispielsweise wurden bislang keine Versuche durchge-
führt die darstellen zu welchem Zeitpunkt ein s.c. applizierter RMS-Tumor an den Blut-
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kreislauf des Tieres angeschlossen ist. Somit könnten die Tumoren zu Beginn des ersten 
Behandlungszykluses nur unzureichend durchblutet gewesen sein. Dies hätte einen ineffi-
zienten Transport der therapeutischen Substanzen an das Tumorgewebe zur Folge gehabt. 
Mit der Bestimmung des Zeitpunktes für eine ausreichende Durchblutung des Tumors 
könnte man den Therapiebeginn und somit die Therapieeffizienz optimieren. Trotzdem 
konnte gezeigt werden, dass der Einsatz des IT scFv35-ETA' in Kombination mit dem 
Chemotherapeutikum eine vielversprechende Option für eine RMS-Therapie darstellt. 
 
IV.1.2 Verbesserung der Freisetzung des IT ins Zytosol 
Die Substanzen LL-oME und CQ wurden im Rahmen dieser Arbeit zur Darstellung einer 
erhöhten endosomolytischen Freisetzung des IT in RMS-Zellen verwendet. 
 
Das Dipeptid LL-oME wurde in die Zelle aufgenommen und im Lysosom von DPPI zu 
einem membranolytischen Polypeptid umgebaut (Abbildung I-4). Zur Bestimmung des 
Effekts von LL-oME auf RMS-Zellen wurde mittels Zellviabilitätsassay eine nicht-
toxische Konzentration von LL-oME bestimmt. Jedoch führt die alleinige Verwendung 
von LL-oME zu einer erhöhten Apoptoserate (Abbildung III-16). Diese kann durch Cat-
hepsine induziert werden. Durch die Ruptur der Lysosomenmembran werden diese freige-
setzt und aktivieren eine Apoptosekaskade [69, 153]. Das dieser Effekt im Zellviabilitäts-
assay nicht dargestellt worden ist kann einerseits durch ein Überwachsen der toten durch 
lebende Zellen zustande kommen, sodass kein Unterschied mehr messbar ist. Andererseits 
ist der Apoptose Assay mittels AnnexinV und PI ein direkter Nachweis des eingeleiteten 
Zelltods und zudem sensitiver. Eine Kombination von LL-oME mit dem IT scFv35-ETA' 
zeigte eine gesteigerte Apoptoserate sowie eine verringerte Proliferation im Vergleich zur 
jeweils alleine eingesetzten Substanz (Abbildung III-15, Abbildung III-16). Die Ergebnisse 
des Apoptose Assays zeigten eine Steigerung der IT-Effizienz durch die Verwendung in 
Kombination mit einer lysosomolytischen Substanz. Dieser Effekt konnte für LL-oME bis-
lang noch nicht dargestellt werden. 
Das lysosomotrope Amin CQ verhindert das Ansäuern von Endo-/Lysosomen was in 
einem Platzen der Lysosomen resultiert (Abbildung I-4) [70]. Die Verwendung von CQ 
und IT in Kombination hat einen additiven Effekt auf die Apoptoserate (Abbildung III-13). 
Zusätzlich konnte eine Verbesserung der IC50 auf der Zelllinie RD um das Sechsfache er-
zielt werden (Abbildung III-12). Verglichen mit einer älteren Arbeit von Casellas et al., der 
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eine 2500fache Verbesserung der Effizienz eines IT (RicinA an mAb) zeigt, ist die hier 
erzielte Steigerung nur gering [154]. Gründe hierfür können in einer anderen Messmetho-
de, der Verwendung einer anderen Zelllinie (T-Lymphozyten-Zelllinie CEM), einem ande-
ren Zielantigen sowie der Verwendung einer anderen toxischen Komponente liegen. Auch 
eine Steigerung der Effizienz von CFP, mit Gb und Apoptose-induzierendem Faktor (AIF) 
als Effektordomäne, mit Hilfe von CQ wurde vorher schon gezeigt. Diese CFP zeigten 
ohne CQ allerdings keinerlei Toxizität auf den Zielzellen [72, 135, 155]. Im Gegensatz 
hierzu zeigte das IT scFv35-ETA' alleine einen toxischen Effekt Dies kann an der effek-
tiven Translokationsdomäne von ETA' liegen, welche den erwähnten CFP fehlt. Jedoch ist 
die Integration einer Translokationsdomäne in das AIF-scFv-Konstrukt nicht ausreichend 
für eine Toxizität des CFP, diese wurde erst in Kombination mit CQ erzielt [135]. Man 
nimmt daher an, dass die geringe Effizienz vieler IT/CFP auf einigen Tumoren häufig auf 
eine unzureichende Freisetzung des IT aus dem endo-/lysosomalen System zurückzuführen 
ist [62]. 
 
IV.1.3 Verbesserung der Bindeaktivität 
Durch die Erhöhung der Valenz, mittels zweier scFv als Bindedomänen, sollte eine gestei-
gerte Bindeaktivität erreicht und somit die Verweildauer des IT auf der Oberfläche der Zel-
len erhöht werden. Hierdurch sollte die rezeptor-vermittelte endozytotische Aufnahmerate 
und -geschwindigkeit verbessert werden.  
 
Das scFv35-scFv35-ETA'-Konstrukt sowie das scFv35-scFv35-SNAP-Konstrukt ließen 
sich nicht exprimieren. Bei beiden Konstrukten wurde zwischen den beiden scFv35 kein 
spezieller Linker eingesetzt. Dies könnte die Faltung aufgrund sterischer Hinderung er-
schweren und dadurch zur Instabilität des Konstrukts führen. Da nach der Kopplung des 
scFv35-scFv35-SNAP-Konstrukt an den BG-Farbstoff konnte im SDS-Gel ein 50 kDa 
großes Fragment detektiert werden. Dies entspricht der Größe eines monovalenten scFv-
SNAP-Konstrukts. Alle scFv35-Konstrukte ließen sich schwieriger exprimieren als andere 
vergleichbare IT. Die Ausbeute der monovalenten SNAP-Konstrukte betrug durchschnitt-
lich 1-2 mg/L Zellkulturüberstand. Vergleichbare SNAP-Konstrukte mit anderen scFv wer-
den mit einer Ausbeute von 10 mg/L Zellkulturüberstand beschrieben [156]. Ein Grund für 
eine schwächere Expression könnte eine fehlende „Codon Usage“ Optimierung des scFv35 
sein. Obwohl der scFv35 humanen Ursprungs ist und daher für die Expression in humanen 
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HEK293T-Zellen geeignet sein sollte. Trotzdem könnte ein Wechsel in ein anderes 
Expressionssystem, wie Pflanzen oder Insektenzellen, für eine höhere Proteinausbeute 
sorgen. 
Im Vergleich zu den monovalenten Konstrukten wurde das bivalente Konstrukt schneller 
internalisiert (Abbildung III-19). Andere Arbeiten zeigen ebenfalls den Vorteil von biva-
lenten Konstrukten gegenüber monovalenten. Bivalente IT besitzen zumeist eine gesteiger-
te Toxizität im Vergleich zu monovalenten Konstrukten [157-159]. Dies ist häufig auf eine 
gesteigerte Avidität aufgrund der erhöhten Valenz zurückzuführen. 
 
IV.2 Humane Effektormoleküle 
Ein Großteil der eingesetzten ADC und IT hat eine Effektordomäne pflanzlichen, bakte-
riellen oder synthetischen Ursprungs [32, 34, 41]. Der Nachteil dieser Konstrukte sind 
schon beschriebene Nebenwirkungen, wie Leberschäden oder dem Vaskular-Leak-Syn-
drom [119]. Zusätzlich sind diese nicht-humanen IT immunogen, dies kann schon nach 
einmaliger Gabe zur Entwicklung neutralisierender mAb führen. Gerade bei soliden Tumo-
ren konnte in 50-100% eine Immunreaktion gemessen werden [160, 161]. Beides führt zu 
einer verringerten klinischen Effizienz der eingesetzten Therapeutika. Daher wäre die Ver-
wendung eines hCFP im Falle von RMS von Vorteil. 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine genetisch veränderte Variante der Serinprotease Gb 
auf RMS-Zellen charakterisiert. Diese wird aufgrund eines Aminosäureaustauschs 
(R201K) nicht mehr von ihrem natürlichen Inhibitor Serpin B9 erkannt und ist somit 
unabhängig von dessen Expressionsstatus in der Zielzelle [54]. Zusätzlich wurde das 
Mikrotubuli-bindende Protein MAP verwendet [98].  
Im Bindungsnachweis konnte, im Vergleich zur Bindung des ETA'-Konstrukts, ein stärke-
res Signal für das Gb-Konstrukt an fAChR+-Zellen dargestellt werden (Abbildung III-22). 
Grund hierfür kann der hohe isoelektrische Punkt (pI ~10) und die damit verbundene posi-
tive Ladung von Gb R201K sein. Hierdurch kann es zu einer unspezifischen Bindung an 
negativ geladene Proteoglykane auf der Zelloberfläche kommen [162]. Dieser Effekt 
konnte bei dem zweiten hCFP scFv35-MAP nicht beobachtet werden. Hier war das Fluo-
reszenzsignal geringer. Die Verwendung des Alexa488-Farbstoffs kann der Grund hierfür 
sein, da dieser im Vergleich zu PE schneller zum Ausbleichen neigt. Zudem hat PE eine 
höhere Intensität als Alexa488. 
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Der Einsatz beider scFv35-hCFP- Konstrukte führte auf fAChR+ RMS-Zellen zu einer Pro-
liferationsinhibition und der Induktion von Apoptose. Das Gb-Konstrukt zeigte jedoch nur 
in Kombination mit CQ eine Inhibition der Proliferation (Abbildung III-23). Für das MAP-
Konstrukt hingegen konnte auch im Zellviabilitätsassay ein Effekt dargestellt werden 
(Abbildung III-26). Beide hCFP-Konstrukte zeigten ähnliche Effekte wie das ETA'-Kon-
strukt, jedoch war hierzu eine 20-50fach höhere Konzentration notwendig. Gerade die 
effektive Freisetzung von ausreichend hCFP in das Zytosol stellt eine Art Flaschenhals für 
dessen Effizienz dar. Da beide Konstrukte keine Translokationssequenz besitzen, können 
diese nicht effektiv ins Zytosol gelangen [72, 155]. Die Verwendung der ETA'-Transloka-
tionssequenz wäre eine Möglichkeit einer effizienteren zytolytischen Freisetzung. Jedoch 
konnte in anderen Studien hierdurch kein gesteigerter Effekt dargestellt werden. Grund 
hierfür kann sein, dass selbst nur 1-4% aller internalisierten ETA-Konstrukte ins Zytosol 
gelangen [134-136]. Ein weiterer Nachteil wäre die erhöhte Immunogenität durch die Ver-
wendung einer bakteriellen Translokationssequenz. Der Schwellenwert für die Aktivierung 
einer Apoptosekaskade liegt bei Tumoren aufgrund von Resistenzmechanismen meist 
höher als bei gesundem Gewebe. Da das Umgehen der Apoptose ein wichtiger Schritt bei 
der Entwicklung von bösartigen Tumoren ist [115]. Somit ist im Falle von hCFP, welche 
häufig über enzymatische Prozesse (z.B. Gb) oder Bindung (z.B. MAP) Apoptose induzie-
ren, die Menge an funktionalem zytosolischem Protein entscheidender als bei bakteriellen 
oder pflanzlichen Toxinen. Bei diesen genügen meist 1-10 zytolytische Moleküle zum Ab-
töten der Zelle [137]. 
Mikrotubuli sind an vielen Transport- und mitotischen Prozessen in der Zelle beteiligt. Der 
Auf- und Abbau von Mikrotubuli ist ein streng regulierter Prozess, welcher mittels Bin-
dung Mikrotubuli-assoziierter Proteine (u.a. MAP) reguliert wird. Die Bindung von MAP 
ist reversibel und abhängig von dessen Phosphorylierungszustand [163]. Deshalb wurde im 
Rahmen dieser Arbeit eine MAP-Variante verwendet, bei der diese Phosphorylierungs-
stellen entfernt wurden [98]. Das Einsatzspektrum von MAP ist aufgrund seiner Wirkweise 
auf proliferierende Zellen beschränkt. Was wiederum seine Spezifität für Tumorzellen er-
höht, welche durch hohe Proliferationsraten gekennzeichnet sind [115]. Der klinische Ein-
satz von MAP würde hierdurch zu einer Reduktion der Tumorlast bis hin zu einer Kom-
plettremission führen. Die Gefahr eines Rezidivs ist aufgrund von TSZ, welche auch für 
das RMS nachgewiesen wurden, jedoch recht groß [164]. TSZ sind überwiegend in einem 
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Ruhezustand (G0-Arrest) und würden, wie bei Chemotherapeutika auch, den Einsatz von 
MAP als Effektordomäne weitestgehend unbeschadet überstehen [114, 165]. 
 
IV.3 Alternative Zielantigene auf RMS-Zellen 
Da der fAChR auf RMS-Zellen nur schwach exprimiert ist und neben diesem kaum Zielan-
tigene für immuntherapeutische Ansätze für das RMS beschrieben sind, wurden in dieser 
Arbeit zwei weitere Zielantigene, EGF-R und CSPG4, auf RMS-Zellen etabliert. Beide 
hier verwendeten IT wurden vorher auf anderen Tumorentitäten, Melanom bzw. Pankreas-
karzinom, charakterisiert [82, 93]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression des 
CSPG4 auf RMS-Zelllinien sowie auf RMS-Patientenmaterial erstmalig beschrieben. Der 
EGF-R wurde für RMS bereits als therapeutisches Zielantigen beschrieben, jedoch wurde 
bislang kein funktionales EGF-R-spezifisches IT untersucht.  
 
Die Internalisierungsgeschwindigkeit der drei IT, scFv35-ETA', 425(scFv)-ETA' und 
αMCSP-ETA' (Abbildung III-29) war auf allen getesteten Zelllinien ähnlich, wobei 
scFv35-ETA' langsamer internalisiert wurde als die anderen beiden IT. Trotzdem sind die 
Internalisierungsgeschwindigkeiten vergleichbar mit bereits beschriebenen Internalisie-
rungsgeschwindigkeiten anderer IT [107].  
Alle drei IT inhibieren die Proliferation der jeweils rezeptorpositiven Zelllinien (Abbildung 
III-30). Die IC50-Werte der beiden IT gegen den EGF-R und CSPG4 lagen im pikomolaren 
Bereich und waren somit effizienter als das fAChR-spezifische IT scFv35-ETA'. Dieses er-
reichte Werte im nanomolaren Bereich, was an der geringeren Antigendichte des fAChR 
liegen könnte. Ein Zusammenhang zwischen Stärke der Rezeptorexpression und der 
Effizienz von IT konnte bereits beschrieben werden [166, 167]. Hiergegen spricht aller-
dings, dass trotz einer stärkeren CSPG4-Expression eine geringere Toxizität für das IT 
αMCSP-ETA' im Vergleich zum IT 425(scFv)-ETA' dargestellt werden konnte (Tabelle 
III-4). Verschiedene Antigen-abhängige intrazelluläre Vorgänge haben, unabhängig von 
der Antigendichte, ebenfalls entscheidenden Einfluss auf die Effizienz von IT [168]. 
Weiterhin können reversible DNA-Methylierungen ein Grund für eine Resistenz gegen 
ETA' sein [169]. Ein weiterer Resistenz-Faktor kann die Expression des anti-apoptotischen 
Proteins Bcl-2 sein, welches ebenfalls bei RMS nachgewiesen wurde [143, 144, 146, 147]. 
Diese Faktoren können ausschlaggebend sein, dass bei der Zelllinie FL-OH1 keine IC50 für 
αMCSP-ETA' bestimmt werden konnte (Tabelle III-4; Abbildung III-30). Allerdings zeigte 
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das IT scFv35-ETA' auf der Zelllinie FL-OH1 die beste toxische Aktivität mit einer niedri-
gen IC50 von 70 pM. Andere Faktoren, wie das Recycling des Rezeptors spielen eine wei-
tere wichtige Rolle bei der Effizienz von IT. So bleiben beispielsweise CD22-spezifische 
mAb nach der Internalisierung gebunden und werden im Zuge des Rezeptor-Recyclings 
wieder zurück an die Zelloberfläche transportiert. Da diese mAb nicht pH-sensitiv sind und 
sich im sauren Endosom/Lysosom vom Rezeptor lösen. Andere CD22-bindende Konstruk-
te lassen sich intrazellulär aufgrund ihrer pH-Sensitivität anreichern. [170]. 
Das IT 425(scFv)-ETA' erzielte IC50-Werte zwischen 50-680 pM (Tabelle III-4). Diese wa-
ren niedriger und das IT somit effizienter als es vorher für einen indirekten Ansatz be-
schrieben wurde. Hierbei wurde für einen EGF-R-spezifischen mAb, welcher anschließend 
von einem Saponin-gekoppelten anti-Maus F(ab')2 gebunden wurde, ein IC50-Wert von 
950 pM erreicht [79].  
 
IV.4 Klinische Relevanz der verschiedenen Ansätze 
Die Darstellung einer gesteigerten Effizienz des IT scFv35-ETA' in vitro und in vivo stellt 
einen weiteren Schritt in der Entwicklung dieses IT hin zur klinischen Anwendung dar. 
Allerdings befinden sich viele IT in klinischen Phasen, hierbei ist die Forschung bei häma-
tologischen Erkrankungen am weitesten fortgeschritten [171, 172]. Bislang wurde jedoch 
kein IT zur klinischen Anwendung zugelassen. Das IT scFv35-ETA' und die anderen bei-
den hier charakterisierten IT stellen eine Therapieoption für das RMS dar. Welches auf-
grund seines Status als „rare disease“ nur wenig interessant für die Pharmaindustrie ist. 
Dies führt zu mangelnder Erforschung neuer Therapieansätze gegen diese Krankheit [173]. 
 
Die beiden Substanzen Forskolin und Etoposid werden beide bereits in der Klinik verwen-
det. Im Falle des RMS ist Etoposid kein Teil einer Standardtherapie, wurde aber in ver-
schiedenen klinischen Studien getestet. Der Versuch einer Kombination der Standardthe-
rapie VAC mit Etoposid brachte keine weitere Verbesserung Therapie [14, 174]. Zusätz-
lich führt ein höherer Einsatz von Chemotherapeutika zu einer Steigerung der Begleittoxi-
zität [175]. Allerdings führt die Verwendung Einsatz von Etoposid zu einer gesteigerten 
und homogeneren fAChR-Expression innerhalb der Tumorzellpopulation (vorher: 35-
60% fAChR+; danach >95% fAChR+) [49]. Dies könnte für den Einsatz des IT 
scFv35-ETA' im Anschluss an eine Chemotherapie mit Etoposid von Vorteil sein, da 
hierdurch fast alle Tumorzellen durch das IT erkannt und angegriffen werden können. 
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Zusätzlich zeigten andere Studien, dass die Kombination von Immuntherapeutika und 
Chemotherapeutika eine Verbesserung der Prognose zur Folge hatte [152, 176, 177]  
Forskolin wird in der Klinik nicht in seiner ursprünglichen Form, sondern als ein wasser-
lösliches Derivat, Colforsin Daropat, verwendet und zur Behandlung von Herzpatienten 
eingesetzt [178]. Durch seine Wirkung auf β-Adrenorezeptoren ist es blutgefäßerweiternd 
und wird aufgrund seiner anti-inflammatorischen Wirkung bei Bypass Operationen einge-
setzt [179]. Die anti-inflammatorische Wirkung soll ebenfalls in vielen Nahrungsergänz-
ungsmitteln von Vorteil sein. Die Verträglichkeit an Kindern und Neugeborenen von 
Colforsin Daropat ist für den Einsatz bei einer Therapie gegen RMS, als überwiegend pä-
diatrischer Erkrankung, von Vorteil [178]. Weiterhin findet Forskolin Verwendung in der 
Erforschung von Fettleibigkeit/Adipositas und hat hier positive Effekte auf das Körperge-
wicht und die Knochendichte gezeigt [180]. Diese Daten lassen auf eine allgemeine Ver-
träglichkeit von Forskolin schließen. Die hier beobachteten Nebenwirkungen ließen aller-
dings keine weiteren, ethisch vertretbaren, Versuche an Mäusen zu. Derartige Nebenwir-
kungen wurden bislang nicht beschrieben. Andere Studien zeigen, dass Forskolin als Inhi-
bitor des Hedgehog (Hh)-Signalwegs das Wachstum von RMS Zellen in vitro und in vivo 
inhibieren kann [132, 149, 181]. Dieser Signalweg ist in vielen Tumorentitäten aktiviert 
und trägt zur Tumorprogression bei [182]. Der Einsatz von Colforsin Daropat anstelle von 
Forskolin könnte weniger Nebenwirkungen haben und dessen Effekt auf die fAChR-Ex-
pression klinisch nutzbar machen.  
 
Die therapeutische Anwendung freien LL-oME ist aufgrund seiner unspezifischen Aufnah-
me in die Zellen begrenzt. Zusätzlich werden cytotoxische CD8+ T-Zellen und Monozyten 
durch LL-oME abgetötet [183]. Eine therapeutische Anwendungsmöglichkeit wäre ein 
Verpacken von LL-oME in ILS (I.3.2; Abbildung I-3). Somit könnte man LL-oME spezi-
fisch an Tumorzellen dirigieren. Dort könnte LL-oME einerseits die Effizienz eines gleich-
zeitig verabreichten IT steigern. Andererseits könnte LL-oME alleine, durch das Aufreißen 
der Lysosomen, Apoptose induzieren [153]. Denkbar wäre ein Einsatz LL-oME-gefüllter 
ILS, versehen mit dem scFv35 als Bindedomäne. Durch eine Kombination mit den anderen 
beiden scFv, 425(scFv) und αMCSP, könnte die Spezifität für RMS-Zellen noch gesteigert 
werden.  
Die andere endosomolytische Substanz CQ hingegen findet bereits als Malaria-Therapeuti-
kum Verwendung, hierdurch sind deren Pharmakologie einschließlich eventueller Neben-
Diskussion 
93 
 
wirkungen gut erforscht [184]. CQ ist in hohen Dosen einsetzbar dies erhöht Wahrschein-
lichkeit einer IT-Effizienzsteigerung [185]. Die Effizienz von CQ in Kombination mit 
anderen IT und Therapeutika, welche auf eine effiziente Freisetzung ins Zytosol angewie-
sen sind, konnte bereits dargestellt werden [62, 73, 186, 187]. CQ inhibiert Autophagie und 
kann somit zum Therapieerfolg bei Tumorerkrankungen beitragen. Diese ist in gesunden 
Zellen ein Mechanismus zum Abbau toxischer Stoffwechselprodukte und dient der 
Wiederverwertung von Zellbestandteilen [188]. Die Autophagie stellt für viele Tumor-
zellen einen wichtigen Mechanismus im Umgang mit metabolischem Stress oder auch the-
rapeutischem Stress dar. Mehrere klinische Studien untersuchen die Effizienz von CQ oder 
Hydrochloroquin alleine oder in Kombination mit anderen Substanzen [189, 190]. 
Zusätzlich konnte eine Wirkung von CQ auf den Hh-Signalweg gezeigt werden, dies führt 
in Verbindung mit anderer Chemotherapeutika zu einer Verlangsamung der Tumorprogres-
sion [191]. Zusätzlich kann man durch den Einsatz von CQ die Effizienz von ILS steigern 
[71]. Somit könnte man CQ und LL-oME, verpackt in ILS, gemeinsam verwenden.  
 
Bivalente Konstrukte haben durch ihre zwei Bindedomänen eine gesteigerte Avidität. Dies 
hat einerseits eine erhöhte Verweildauer des IT auf der Zelloberfläche zur Folge. Anderer-
seits wird durch Kreuzvernetzung zweier Rezeptoren die Internalisierungsgeschwindigkeit 
des AChR erhöht [192]. Beide Eigenschaften potenzieren sich und zeigten auf anderen 
Antigenen eine Steigerung der Toxizität [157-159]. Ein zusätzlicher Vorteil bivalenter 
Konstrukte kann zudem eine verbesserte Tumorpenetration und –retention gegenüber 
monovalenter Konstrukte sein. Da diese wegen ihrer Größe eine erhöhte Verweildauer 
(Halbwertszeit: bivalent: ~40 min; monovalent: ~20 min) im Blutkreislauf besitzen [193]. 
Andererseits kann durch die erhöhte Avidität die Tumorpenetration des bivalenten Kon-
strukts auch gemindert werden. In Folge gesteigerter Affinität des Konstrukts bindet der 
Großteil des verabreichten IT sofort an die zuerst erkannten Antigen-präsentierenden Tu-
morzellen und wird durch diese aufgenommen [194]. Dies kann bei soliden Tumoren, wie 
dem RMS, von Nachteil sein, da hier eine homogene Verteilung im Tumorgewebe von 
Vorteil ist. 
 
Der Vorteil der beiden humanen Effektormoleküle Gb und MAP ist ihre geringe Immuno-
genität aufgrund ihres humanen Ursprungs. Da diese nur unzureichend ins Zytosol ge-
langen muss man diese mit verschiedenen „Linkern“ und Translokationsdomänen aus-
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statten. Hierdurch entstehen neue immunogene Regionen da effektive Translokations-
domänen bislang überwiegend pflanzlichen oder bakteriellen Ursprungs sind [162]. Die 
Verwendung immunogener Translokationsdomänen lässt sich eventuell, wie hier gesehen, 
mit dem Einsatz verschiedener endosomolytischer Substanzen umgehen [72]. Eine weitere 
Alternative stellt der Einsatz eines pH-sensitiven Peptids dar. Bei saurem pH bildet dieses 
eine amphiphatische Helix und führt so zum Einreißen der Lysosomenmembran [195]. Gb 
ist ursprünglich eine Protease der natürlichen Zellabwehr des Immunsystems und aktiviert 
somit verschiedene apoptotische Signalkaskaden [52]. Problematisch ist dies im Falle einer 
effektiven Blockade der Induktion von Apoptose, dies ist häufig der Fall bei Tumorzellen 
[196]. Ein weiteres Problem von Gb kann sein hoher isoelektrischer Punkt sein. Dies 
würde im Patienten zu unspezifischer Bindung und somit zur Schädigung gesunden Gewe-
bes führen. In Tierversuchen mit freiem Gb und einem Gb-basierten hCFP konnte aller-
dings keine unspezifische Toxizität nachgewiesen werden [197]. Das Potenzial von Gb als 
Tumortherapeutikum wurde in diversen in vitro und in vivo Studien dargestellt [55, 72, 
155, 195, 198-200]. In diesen vielen Studien wurde Gb in verschiedenen Expressions-
systemen produziert (E. coli, Pichia pastoris, Insektenzellen und verschiedene Säugetier-
zellen). Dies stellt einen Vorteil für eine spätere Produktion im Industriemaßstab dar, was 
einen Vorteil gegenüber dem erst kürzlich etablierten MAP darstellt. Ein weiterer Vorteil 
von Gb gegenüber MAP ist dessen Proliferations-unabhängiger Wirkmechanismus. Jedoch 
befinden sich andere Mikrotubuli-stabilisierende Therapeutika bereits in der klinischen 
Anwendung oder werden aktuell in klinischen Phasen getestet. Beispielsweise werden 
Taxane, welche Mikrotubuli stabilisieren und somit auf rasch proliferierende Zellen 
wirken, als Chemotherapeutikum eingesetzt [201]. Ein anderes IKG ist Brentuximab 
vedotin. Dies ist ein ADC bestehend aus einem synthetischen Monomethyl Auristatin E als 
Effektordomäne welches an einen anti-CD30 mAb gekoppelt wurde. Es wirkt, ähnlich wie 
MAP, antimitotisch indem es die Polymerisation von Tubulin blockiert. Aufgrund seiner 
herausragenden Ergebnisse in der klinischen Phase II in einem beschleunigten Verfahren 
von der FDA für das Hodgkin Lymphom zugelassen [202]. Ein weiteres vielversprechen-
des IKG ist Trastuzumab emtansine (T-DM1). Hierbei wurde das Maytansinoid DM1 an 
den Her2-spezifischen mAb Trastuzumab gekoppelt und wird bei Her2-positivem Brust-
krebs als Therapeutikum getestet [203]. Der Vorteil von MAP gegenüber diesen Kon-
strukten ist sein humaner Ursprung sowie dessen rekombinante Kopplung an den scFv. 
Diese sind meist stabiler als chemische Kopplungen. Zusätzlich kann die Aktivität der 
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Bindedomäne durch den Prozess der Kopplung nicht beeinträchtigt werden. Weiterhin ist 
das Verfahren der rekombinanten Kopplung günstiger [34]. Diese Beispiele zeigen die An-
wendbarkeit von MAP als Effektormolekül und dessen klinische Relevanz. 
 
Die beiden anderen Zielantigene CSPG4 und EGF-R eignen sich, genau wie der fAChR, 
hervorragend als Zielantigene für eine IT-basierte RMS-Therapie. CSPG4 wurde im Rah-
men dieser Arbeit erstmalig für das RMS beschrieben. Der EGF-R wurde bereits für das 
RMS beschrieben, allerdings ist bislang kein effizientes EGF-R-spezifisches IT für das 
RMS publiziert. Lediglich ein indirekter, klinisch impraktikabler Ansatz zeigte eine zyto-
toxische Wirkung. Hierbei wurde ein EGF-R-spezifischer muriner mAb eingesetzt welcher 
von einem Maus-spezifischen F(ab')2, gekoppelt an Saporin-S6, erkannt wurde [79]. Diese 
Kopplung wurde mittels Disulfidbrücke hergestellt. Die rekombinante Fusion der Effektor-
domäne an die Bindedomäne, wie bei den hier verwendeten IT, ist stabiler.  
Da beide Antigene auf gesundem Gewebe nur schwach exprimiert sind sollte ein klinischer 
Einsatz, wenn überhaupt, nur zu einer geringen unspezifischen Toxizität führen [85, 204]. 
Der EGF-R, als eines der bestuntersuchtesten TAA, wird in einer Vielzahl therapeutischer 
Anwendungen und Diagnostikplattformen erforscht und eingesetzt [75]. Die Expression 
des EGF-R auf RMS-Zellen wurde in verschiedene Studien gezeigt. So exprimieren 31-
76% aller eRMS und 16-50% aller aRMS den EGF-R [205-208]. Verschiedene Abwehr-
mechanismen führen Resistenzen gegen bisherige Therapeutika. Durch Mutationen der 
TKD oder anderer intrazellulärer Domänen des EGR-R können beispielsweise RTKI nicht 
mehr binden und führen zu einer konstitutiven Aktivität des Rezeptors [209]. Für RMS 
wurden keine Mutationen innerhalb der Kinase-Domäne festgestellt [206]. Trotzdem 
wurde in einem Tierversuch gezeigt, dass der RTKI Erlotinib bei aRMS keinen Effekt hat 
[77]. Ein weiterer Resistenzmechanismus von Tumorzellen ist die Aktivierung anderer, 
EGF-R unabhängiger, Signalwege [210]. Verschiedene Studien zeigen zudem eine 
gesteigerte Expression des EGF-R in behandlungsresistenten Tumoren [211, 212]. Der 
Vorteil einer IT-basierten Therapie ist die Unabhängigkeit von den bereits beschriebenen 
Mutationen [213]. Es konnte am Glioblastom gezeigt werden, dass der EGF-R notwendig 
ist für die Aufrechterhaltung des TSZ-Phänotyps [214]. Gilt dies ebenfalls für RMS wäre 
eine spezifische Eliminierung von RMS-TSZ möglich. Somit wäre eine EGF-R-spezifische 
Immuntherapie in Kombination mit einer Standardtherapie nachhaltiger da es hierdurch zu 
einer verringerten Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs käme. 
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Die Relevanz als Zielantigen einer Tumortherapie wurde für CSPG4 in verschiedenen 
Studien auf mehreren Tumorentitäten dargestellt [86, 88, 93, 215, 216]. Hierbei wurde 
häufig ein Zusammenhang mit Metastasenbildung, damit assoziierter schlechter Prognose, 
und CSPG4-Expression beschrieben [87, 88, 217]. Dies zeigte sich ebenfalls für mehrere 
Sarkomentitäten (außer RMS; wurde nicht getestet) [218]. Zusätzlich dient CSPG4 als 
Schalter zwischen Proliferations- und Migrationsfähigkeit was mittels verschiedener 
Phosphorylierungen der zytoplasmatischen Domäne reguliert wird [84]. Somit könnte 
CSPG4 ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Tumor- und Metastasenbildung des RMS 
darstellen. Hierdurch würde eine CSPG4-gerichtete Therapie eine wichtige Rolle bei der 
Behandlung von metastasierten Hochrisiko-Patienten mit schlechter Prognose darstellen. 
 
IV.5 Ausblick 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Effizienz des IT scFv35-ETA' durch den Einsatz di-
verser Substanzen gesteigert werden. Der kombinatorische Ansatz von Etoposid und dem 
IT zeigte sowohl in vitro als auch in vivo vielversprechende Resultate. Zusätzlich konnten 
die Annahmen aus vorangegangen Studien an RMS-Patienten zur Steigerung der fAChR-
Expression im Tierversuch bestätigt werden. Ein Vorteil der Kombinationsbehandlung 
gegenüber der alleinigen Behandlung mit IT konnte mittels Mausexperimenten dargestellt 
werden. Jedoch war die Zahl der Tiere in den Behandlungsgruppen zu klein um einen sta-
tistisch signifikanten Unterschied zwischen der Kombinationsbehandlung und der Einzel-
behandlung mit Etoposid darstellen zu können. Deshalb sollten Versuche mit größeren 
Tierzahlen durchgeführt werden. Vorab sollte in Vorexperimenten untersucht werden ab 
welchem Zeitpunkt die Tumoren an den Blutkreislauf des Tieres angeschlossen sind. Zur 
Darstellung einer effektiven Behandlung ist dies notwendig. 
Die Substanz Forskolin zeigte in vitro noch vielversprechendere Ergebnisse als Etoposid. 
Jedoch konnte Forskolin aufgrund starker Nebenwirkungen nicht in weiteren Tierver-
suchen eingesetzt werden. Aufgrund seiner breiten Anwendung als Nahrungsergänzungs-
mittel und der klinischen Anwendung des Forskolin-Derivats, Colforsin daropat, sollten 
weitere in vivo Versuche mit diesem Derivat durchgeführt werden. Vorab sollten jedoch 
die mit Forskolin erhaltenen Ergebnisse mit dem Derivat reproduziert werden. 
Die endosomolytische Substanz CQ könnte ebenfalls in Kombination mit dem IT 
scFv35-ETA' in vivo eingesetzt werden. Beide sind in vivo gut verträglich und für andere 
IT liegen schon vielversprechende Daten in Kombination mit CQ vor [62, 73, 186, 187]. 
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Ein interessanter Ansatz ist LL-oME. Dieses ist in vivo aufgrund seiner Unspezifität nicht 
einsetzbar. Eine Möglichkeit ist es LL-oME in ILS zu verpacken und als Bindedomäne 
eines oder eine Kombination der drei hier getesteten scFv zu verwenden. In Kombination 
mit CQ könnte eine effiziente zytosolische Freisetzung ermöglicht werden.  
Zur Verbesserung der Toxizität des IT scFv35-ETA' könnten zusätzlich noch mehrere Bin-
dedomänen verwendet werden. Hierfür sollte allerdings ein stabiles Konstrukt mit passen-
den Linkern kloniert werden. Zusätzlich könnte man für eine höhere Verweildauer des IT 
an der Zelloberfläche eine Affinitätsreifung des IT durchführen. Zusätzlich zu einem biva-
lenten Konstrukt bestünde die Möglichkeit der Herstellung diverser bispezifischer Kon-
strukte oder eines trispezifischen Konstrukts aus scFv35, αMCSP und 425(scFv). Dieses 
sollte die Spezifität für RMS-Zellen weiter erhöhen. Auch sollte eine Kombination der mo-
novalenten IT getestet werden um auf ein Kombinationspräparat, wie es z.B. Combotox ist, 
hinzuarbeiten [152]. Hierfür sollte aber eine Humanisierung der anderen beiden scFv, 
425(scFv) und αMCSP, durchgeführt werden. Zusätzlich könnte für eine weitere Reduk-
tion der Immunogenität eine optimierte und weniger immunogene Variante von ETA' 
eingesetzt werden [219]. 
Eine weitere Maßnahme zur Humanisierung könnte der Austausch von ETA' durch Gb 
oder MAP sein. Hierbei ist der Einsatz einer effizienten Translokationsdomäne für diese 
Effektormoleküle wichtig. Dies kann jedoch wieder eine gesteigerte Immunogenität zur 
Folge haben. Diese Immunogenität sollte bestimmt werden. Zusätzlich könnte man andere 
humane Effektormoleküle, die innerhalb der Arbeitsgruppe erforscht werden, z.B. Angio-
genin, in Kombination mit diesen scFv auf RMS-Zellen testen. 
Weitere Daten sind für das Antigen CSPG4 für dessen Einfluss auf die Tumorigenität von 
RMS notwendig. Mittels „Microarrays“ wäre es möglich schnell und viel Patientenmaterial 
auf die Expression von CSPG4 zu testen. Hierbei wäre interessant, ob eine etwaige 
Korrelation zwischen Schweregrad der Krankheit und dem Expressionsniveau des Anti-
gens besteht. In einem ähnlichen Verfahren könnte man testen, ob es einen Zusammenhang 
zwischen EGF-R Expression und der Expression des TSZ-Markers CD133 auf RMS gibt. 
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V Zusammenfassung 
Die Behandlung des RMS wurde in den letzten Jahrzehnten mittels verbesserter Chemo-
therapie, optimierter Strahlentherapie und Resektion des Tumorgewebes stark verbessert. 
Jedoch wurde für Hochrisiko-Patienten mit Rezidiv und/oder metastasiertem Tumorgewe-
be keine Verbesserung der Überlebensrate erzielt. Gerade für diese Hochrisikogruppen ist 
es notwendig neue Therapieoptionen zu generieren. In den letzten 30 Jahren rückte die 
Entwicklung therapeutischer Antikörper und deren Fusionsproteine immer mehr in den Fo-
kus der pharmazeutischen Industrie. Die Optimierung bereits zugelassener Therapien so-
wie die Identifizierung neuer Therapieoptionen durch den Einsatz von Antikörperderivaten 
und IT stellt für das RMS eine Herausforderung sowie wichtige Grundlage für eine ver-
besserte Behandlung dar. Das bereits publizierte IT scFv35-ETA' zeigte in vorhergehenden 
in vitro und in vivo Experimenten vielversprechende Ergebnisse. Jedoch konnte aufgrund 
der geringen Rezeptorexpression nur eine geringe Effizienz dargestellt werden. Grundlage 
für diese Arbeit waren zudem die Ergebnisse vorangegangener Studien an RMS-Patienten-
material. Dieses zeigte nach chemotherapeutischer Behandlung eine erhöhte und homoge-
nere fAChR-Expression. 
Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher die Effizienz des bereits etablierten IT scFv35-ETA' 
mittels verschiedener Ansätze gesteigert werden. Es konnte gezeigt werden, dass die 
fAChR-Expression nach Inkubation mit Forskolin und Etoposid um das 2-3fache erhöht 
ist. Die kombinierte Inkubation von IT und einer der beiden Substanzen hat eine gesteiger-
te Anzahl apoptotischer Zellen zur Folge. In einem anschließenden Tierversuch zeigte die 
Kombinationsbehandlung aus Etoposid und dem IT scFv35-ETA' gegenüber der PBS-Kon-
trollgruppe und der IT-Gruppe ein reduziertes Tumorwachstum. Das Wachstum der Tumo-
ren innerhalb der Etoposid- und der Kombinationsgruppe verhielt sich ähnlich. Allerdings 
konnte für die Kombinationsgruppe die Komplettremissionen in zwei Tieren dargestellt 
werden.  
In einem weiteren Behandlungsansatz konnte die Effizienz des IT durch den Einsatz von 
LL-oME und CQ gezeigt werden. Die zeitgleiche Inkubation von RMS-Zellen mit IT und 
einer der beiden Substanzen führte zu einer erhöhten Apoptoserate im Vergleich zu den je-
weiligen Einzelbehandlungen. Weiterhin konnte durch die Verwendung bivalenter 
scFv35-SNAP-Konstrukte eine beschleunigte Internalisierungsgeschwindigkeit dargestellt 
werden. All diese Ansätze stellen vielversprechende und klinisch einsetzbare Therapieop-
tionen für eine RMS-Behandlung auf Grundlage des IT scFv35-ETA' dar. 
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Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit war die Etablierung von hCFP auf der Basis des scFv35. 
Diese haben ein verringertes Risiko einer Immunantwort im Vergleich zum IT. Hierbei 
konnte eine Induktion der Apoptose von RMS-Zellen durch die hCFP Gb-scFv35 R201K 
und scFv35-MAP dargestellt werden. Wenngleich die mittlere inhibitorische Konzentra-
tion höher war als die des korrespondierenden ETA'-Konstrukts sind diese Ergebnisse viel-
versprechend und weisen auf eine klinische Relevanz der hCFP gegen das RMS hin. 
Im dritten Abschnitt wurden zwei weitere, fAChR-unabhängige, IT für die Behandlung des 
RMS charakterisiert. Die Expression des Antigens EGF-R wurde bereits für RMS-Zellen 
gezeigt, jedoch wurde bislang kein effizientes EGF-R-spezifisches IT beschrieben. Das 
zweite Antigen CSPG4 wurde erstmalig im Rahmen dieser Arbeit für das RMS beschrie-
ben. Für beide IT, das EGF-R-spezifische 425(scFv)-ETA' und das CSPG4-spezifische 
αMCSP-ETA', wurde eine spezifische Bindung und Internalisierung von RMS-Zellen 
nachgewiesen. Beide IT inhibieren die Proliferation von RMS-Zellen spezifisch durch In-
duktion von Apoptose. Zusätzlich konnte für 425(scFv)-ETA' und αMCSP-ETA' die Bin-
dung an Primärmaterial von zwei bzw. drei RMS-Patienten nachgewiesen werden. Beide 
Antigene sowie die zugehörigen IT stellen neue und vielversprechende Optionen in der 
Entwicklung zukünftiger RMS-Therapeutika dar.  
Die hier erzielten Ergebnisse zeigen die Relevanz von Immuntherapeutika bei Behandlung 
des RMS und das Bestehen der  Möglichkeit einer weiteren Effizienzsteigerung. Eine 
Kombination unterschiedlicher Ansätze sowie die Option der Verwendung verschiedener 
Bindedomänen stellen interessante und lohnenswerte Ansätze für weitere Projekte zur kli-
nischen Entwicklung neuartiger RMS-Therapeutika dar.  
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VII Anhang 
VII.1 Abkürzungsverzeichnis 
 
α anti 
ACh Acetylcholin 
AChR Acetylcholinrezeptor 
ADC „Antibody-Drug conjugates“ 
ADCC Antikörper-vermittelte zelluläre Zytotoxizität 
AP Alkalische Phosphatase 
APS Ammoniumpersulfat 
aRMS Alveoläres RMS 
AV Annexin V 
BG O6-Benzylguanin 
CDC Komplement-vermittelte Zytotoxizität 
cH Konstante Domäne der schweren Kette 
Ci Kombinationsindex 
cL Konstante Domäne der leichten Kette 
CQ Chloroquin 
CSPG4 Chondroitin sulfat proteoglycan-4 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
DPP-I Dipeptidyl-Peptidase I 
DT Diphteria Toxin 
DTT Dithiothreitol 
DZ Durchflusszytometrie 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
EGF „epidermal growth factor“ 
EGF-R EGF-Rezeptor 
ER Endoplasmatisches Retikulum 
eRMS Embryonales RMS 
ETA Pseudomonas Exotoxin A 
ETA' Pseudomonas Exotoxin A  (mit Deletion der ursprünglichen Zellbindedomäne) 
EtBr Ethidiumbromid 
fAChR Fötaler AChR 
FACS „fluorescent activated cell sorting“ 
Fc „Fragment crystallizable“ 
FDA „food and drug association“ 
Gb Granzym B 
GFP Grün fluoreszierendes Protein 
hCFP humanes zytolytisches Fusionsprotein 
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His Histidin 
IGF-2 „Insulin-like growth factor 2“ 
IHC Immunhistochemie 
IKG Immunkonjugat 
IL Interleukin 
ILS Immunliposom 
IT Immuntoxin 
i.v. Intravenös 
IZ Immunzytokin 
LL-oME L-Leucyl-L-Leucin Methylester 
LOH Heterozygositätsverlust  
mAChR Muskelspezifischer AChR 
mAb Monoklonlaker Antikörper 
MCSP “melanoma-associated chondroitin sulfate” 
MFI Mittlere Fluoreszenzintensität 
NBT/BCIP Nitro-Blau Tetrazolium Chlorid/5-Bromo-4-Chloro-3'-Indolyphosphat 
p-Toluidinsalz 
NK-Zellen natürliche Killerzellen 
NTA Nitrilotriessigsäure 
PCR Polymerasekettenreaktion 
PDT Photodynamische Therapie 
PE Phycoerythrin 
PI Propidiumiodid 
PKA Protein Kinase A 
pRMS Pleomorphes RMS 
qPCR Quantitative PCR 
RIC Radioimmunkonjugat 
RMS Rhabdomyosarkom 
RNA Ribonukleinsäure 
rpm Rotationen pro Minute 
RT Raumtemperatur 
RTK Rezeptor-Tyrosinkinase 
RTKI RTK-Inhibitor 
s.c. subkutan 
scFv „single-chain Fragment variable“ 
SDS Natriumdodecylsulfat 
SDS-PAGE SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese 
TAA Tumor-assoziiertes Antigen 
TEMED Acrylamid-N,N’-Methylen-bisacrylamidtetramethylendiamin 
TKD Tyrosinkinase-Domäne 
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TSZ Tumorstammzelle 
UE Untereinheit 
üN Über Nacht 
VAC Vincristin, Actinomycin D und Cyclophosphamid 
vH variable Domäne der schweren Kette 
vL variable Domäne der leichten Kette 
v/v Volumen pro Volumen 
WB „western blot” 
WTS Weichteilsarkome 
w/v Gewicht pro Volumen 
XTT Tetrazoliumsalz (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-
Carboxanilide) 
 
VII.2 Vektorkarten 
 
Abbildung VII-1: Vektorkarte pMT-scFv35-ETA' 
Der Vektor pMT-scFv35-ETA' enthält N-terminal scFv35 und C-terminal das Toxin ETA'. Die 
Transkriptionsrichtungen der offenen Leseraster sind durch Pfeile angegeben. Das IT besitzt einen N-
terminalen „His-Tag“ zur Reinigung. Die pelB-Signalsequenz vor dem „His-Tag“ ermöglicht die 
Sekretion des Proteins in den periplasmatischen Raum (EKS: Enterokinase-Erkennungssequenz, 
KanR: Kanamycinresistenzgen, lacI: Gensequenz für den Lac-Inhibitor). 
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Abbildung VII-2: Vektorkarte pMT-scFv35-MAP 
Der Vektor pMT-scFv35-MAP enthält N-terminal scFv35 und C-terminal MAP. Die 
Transkriptionsrichtungen der offenen Leseraster sind durch Pfeile angegeben. Das hCFP besitzt einen 
N-terminalen „His-Tag“ zur Reinigung. Die pelB-Signalsequenz vor dem „His-Tag“ ermöglicht die 
Sekretion des Proteins in den periplasmatischen Raum (EKS: Enterokinase-Erkennungssequenz, 
KanR: Kanamycinresistenzgen, lacI: Gensequenz für den Lac-Inhibitor). 
 
 
Abbildung VII-3: Vektorkarte pMS-EGb-scFv35 R201K 
Der Vektor pMS-EGb-scFv35 R201K enthält C-terminal scFv35 und N-terminal das Enzym Gb. Die 
Transkriptionsrichtungen der offenen Leseraster sind durch Pfeile angegeben. Das hCFP besitzt einen 
C-terminalen sechsfachen „His-Tag“ zur Reinigung. Das eGFP-Gen wird zur Überprüfung der 
Transfektion eingesetzt. Die Zeocinresistenz wird für eine ausschließliche Kultivierung transfizierter 
Zellen verwendet (EKS: Enterokinase-Erkennungssequenz, ZeoR: Zeocinresistenzgen, AmpR: 
Ampicillinresistenzgen). 
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Abbildung VII-4: Vektorkarte pMS-L-scFv35-SNAP 
Der Vektor pMS-scFv35-SNAP enthält N-terminal scFv35 und C-terminal SNAP. Die 
Transkriptionsrichtungen der offenen Leseraster sind durch Pfeile angegeben. Das hCFP besitzt einen 
C-terminalen sechsfachen „His--Tag“ zur Reinigung. Das eGFP-Gen wird zur Überprüfung der 
Transfektion eingesetzt. Die Zeocinresistenz wird für eine ausschließliche Kultivierung transfizierter 
Zellen verwendet (EKS: Enterokinase-Erkennungssequenz, ZeoR: Zeocinresistenzgen, AmpR: 
Ampicillinresistenzgen). 
 
 
Abbildung VII-5: Vektorkarte pMS-L-scFv35-SNAP-scFv35 
Der Vektor pMS-scFv35-SNAP-scFv35 enthält N-terminal und C-terminal den scFv35, dazwischen 
ist ein SNAP. Die Transkriptionsrichtungen der offenen Leseraster sind durch Pfeile angegeben. Das 
hCFP besitzt einen C-terminalen sechsfachen „His--Tag“ zur Reinigung. Das eGFP-Gen wird zur 
Überprüfung der Transfektion eingesetzt. Die Zeocinresistenz wird für eine ausschließliche 
Kultivierung transfizierter Zellen verwendet (EKS: Enterokinase-Erkennungssequenz, ZeoR: 
Zeocinresistenzgen, AmpR: Ampicillinresistenzgen). 
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Abbildung VII-6: Vektorkarte pMS-L-SNAP-scFv35 
Der Vektor pMS-SNAP-scFv35 enthält C-terminal scFv35 und N-terminal SNAP. Die 
Transkriptionsrichtungen der offenen Leseraster sind durch Pfeile angegeben. Das hCFP besitzt einen 
C-terminalen sechsfachen „His--Tag“ zur Reinigung. Das eGFP-Gen wird zur Überprüfung der 
Transfektion eingesetzt. Die Zeocinresistenz wird für eine ausschließliche Kultivierung transfizierter 
Zellen verwendet (EKS: Enterokinase-Erkennungssequenz, ZeoR: Zeocinresistenzgen, AmpR: 
Ampicillinresistenzgen). 
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